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p r e s e n t i n t h e e n v i r o n m e n t a n d i n w a t e r s a m p l e s o n m e t h o d p e r f o r m a n c e
a . O b j e c t i v e s
i . T o d e t e r m i n e t h e u s a b i l i t y o f a l t e r n a t i v e l o w c o s t m e th o d s f o r
c u lt u r e q u a n t i fi c a t i o n o f E . c o l i i n c o n t a m i n a t e d w a t e r s
i i
. T o d e t e r m i n e t h e i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e r a n g e o f E . c o l i t e s t i n g
i i i . T o e v a l u a t e m e t h o d p e r f o r m a n c e a t v a r i o u s i n c u b a t i o n t im e s
b . E x p e r i m e n t a l D e s i g n
i E x a m i n e 5 k e y c u r r e n t l y a v a i l a b l e m e t h o d s a n d t h e i r m e d i a f o r
d e t e c t i n g E . c o l i i n d r i n k i n g w a t e r (2 b r o t h , 2 a g a r (m e m b r a n e
f i l t r a t i o n ) a n d 2 n o n - t r a d i t i o n a l m e t h o d s ) w h e n a p p l i e d t o s p ik e d
w a t e r s a m p l e s
i i . E v a l u a t e E c o l i gr o w t h b y e a c h t e s t a t 6 t e m p e r a t u r e s (2 0 - 4 5
d e g r e e s C ) a n d 3 i n c u b a t i o n t im e s (2 4 , 4 8 , a n d 12 0 h o u r s )
i i i E v a l u a t e t h e g r o w th o f v a r i o u s h u m a n , a n im a l a n d e n v i r o n m e n t a l
s t r a i n s o f E . c o l i ( r a n g in g f r o m
"
c l a s s i c a l
"
s t r a i n s s u c h a s E . c o l i B
t o s t r a i n s r e c e n t l y i s o l a t e d f r o m n a t u r a l w a t e r s i n t h e e n v i r o n m e n t )
i v . T o a s s e s s t h e fi e l d a p p l i c a b i l i t y o f t h e m e th o d s i n r e s o u r c e - p o o r
s e t t i n g s
2 . R e v i e w o f t h e L i t e r a t u r e
W a t e r b o m e d i s e a s e o u t b r e a k s h a v e l o n g p o s e d a c h a l l e n g e t o h u m a n s a s
i l l u s t r a t e d i n t h e fi r s t s c i e n t i fi c a l l y d o c u m e n t e d c a s e i d e n t i f i e d i n L o n d o n , E n g l a n d i n
1 8 54 J o h n S n o w
,
a l o c a l p h y s i c i a n , t r a c e d t h e s p r e a d o f c h o l e r a b a c k t o a w a t e r p u m p
c o n t a m i n a t e d w i th s e w a g e . (N e w s o m , 2 0 0 6 ) . W e k n o w n o w th a t t h e i l l n e s s w a s c a u s e d
b y m i c r o b e s i n t h e w a t e r i n t r o d u c e d w i th th e s e w a g e , a n d t h a t d i s e a s e - c a u s i n g m i c r o b e s
m u s t b e n e u t r a l i z e d o r r e m o v e d f r o m d r i n k i n g w a t e r . T h o u g h m u c h a d v a n c e m e n t i n
s a n i t a t i o n a n d d r i n k i n g w a t e r t r e a tm e n t t o r e m o v e m i c r o b e s h a s c o m e a b o u t i n t h e U n i t e d
S t a t e s s i n c e t h i s i n i t i a l s t u d y , n u m e r o u s w a t e r b o m e o u t b r e a k s h a v e s t i l l o c c u r r e d d e s p i t e
o u r b e s t e f f o r t s . T h e l a r g e s t d o c u m e n t e d w a t e r b o m e - d i s e a s e o u t b r e a k i n U . S . h i s t o r y
o c c u r r e d i n M i lw a u k e e
,
W i s c o n s i n i n 19 9 3 . O v e r 4 0 3
,
0 0 0 p e o p l e , 2 5 % o f th e c i t y
'
s
p o p u l a t i o n , b e c a m e i l l f r o m e x p o s u r e t o C r y p t o s p o r i d i u m c o n t a m i n a t i o n i n t h e i r dr i n k i n g
w a t e r s u p p l y (M a c K e n z i e e t a l , 1 9 9 4 )A s t h i s c a s e s h o w s , o u t b r e a k s s t i l l o c c u r e v e n
w i t h t e c h n o l o g i c a l l y a d v a n c e d t r e a tm e n t s y s t e m s i n p l a c e H o w e v e r , i t i s t h o s e i n
r e s o u r c e - p o o r s e t t i n g s t h a t a r e m a n y t im e s l e f t u t t e r l y de f e n s e l e s s a g a i n s t w a t e r b o m e
i l l n e s s .
a . E . c o l i D e t e c t i o n M e t h o d s i n D e v e l o p e d C o u n t r i e s
T h o u g h th e t e c h n o l o g y e x i s t s t o t e s t a n d t r e a t w a t e r , t h e s e t o o l s a r e i n m a n y c a s e s
o u t s i d e t h e r e a c h o f p e o p l e i n r e s o u r c e - p o o r s e t t i n g s s u c h a s i n d e v e l o p i n g c o u n t r i e s , a s
w e l l a s i n t h e a f t e r m a t h o f n a t u r a l d i s a s t e r s T e s t i n g i n p a r t i c u l a r i s o f c o n c e r n b e c a u s e
w a t e r q u a l i t y m u s t b e a s s e s s e d p r i o r t o u s e . D r i n k i n g w a t e r t e s t s w i d e l y u s e d i n t h e
U n i t e d St a t e s a n d o t h e r d e v e l o p e d c o u n t r i e s i n v o l v e t h e u s e o f e x p e n s i v e e q u i p m e n t t h a t
r e q u i r e s e l e c t r i c i t y a n d t r a i n e d p e r s o n n e l . M e m b r a n e fi l t r a t i o n i s a g o o d e x a m p l e o f t h i s
t y p e o f t e s t s i n c e i t r e q u i r e s n u m e r o u s p i e c e s o f s u p p l e m e n t a l e q u i p m e n t , r e q u i r e s
e l e c t r i c i t y a n d t a k e s s i g n i fi c a n t t r a in i n g i n p e r f o r m a n c e o f t h e m e t h o d t o b e c o m e
p r o fi c i e n t i n i t s u s e . T h e m e t h o d i s p e r f o r m e d b y fi l t e r i n g a w a t e r s a m p l e o f a t l e a s t 10
m i l l i l i t e r s t h r o u g h a s t e r i l e a p p a r a t u s a c r o s s a fi l t e r w h e r e t h e m i c r o b e s a r e c a p t u r e d . T h e
f i l t e r i s t h e n r e m o v e d a n d p l a c e d o n t o a n a g a r c o n t a i n i n g a c h r o m a g e n o r a
c h r o m a g e n / fl u o r o g e n c o m b i n a t i o n t h a t i s t a k e n u p b y t h e m i c r o b e o f i n t e r e s t d u r i n g
i n c u b a t i o n . T h e c o l o n i e s p r o d u c e a p a r t i c u l a r c o l o r a n d/ o r fl u o r e s c e u p o n e x p o s u r e t o
l o n g w a v e U V l i gh t a n d a r e e n u m e r a t e d . T w o m e d i a i n v o l v e d i n t h i s p r o j e c t w e r e B i o -
R a d R A P I D E . c o l i 2™ a g a r (B i o R a d) a n d B D M I a g a r (M I ) .
I D E X X C o l i l e r t ® Qu a n t i t r a y 2 0 0 0 (C o l i l e r t ) i s a n o t h e r m e t h o d w i d e l y u s e d i n t h e
U n i t e d S t a t e s a n d a p p r o v e d b y th e E n v i r o n m e n t a l Pr o t e c t i o n A g e n c y t h a t r e q u i r e s b o t h
e x p e n s iv e e qu i p m e n t a n d e l e c t r i c i t y . T h e C o l i l e r t m e th o d c o n s i s t s o f 10 0 m L b o t t l e s ,
p a c k e t s o f C o l i l e r t m e d i a , Qu a n t i t r a y s , a n d a Qu a n t i t r a y s e a l e r . A t o t a l o f 10 0 m L o f
s a m p l e i s p l a c e d i n t o t h e b o t t l e . O n e p a c k e t o f C o l i l e r t m e d i a i s p o u r e d i n t o t h e b o t fl e a n d
th e l i d r e p l a c e d a n d t h e n m i x e d t h o r o u g h l y t o d i s s o l v e t h e m e d i a . T h e s a m p l e i s t h e n
p o u r e d i n t o t h e Qu a n t i t r a y w h i c h i s p l a c e d i n t o t h e Qu a n t i t r a y s e a l e r a n d i n c u b a t e d
C o l i s c a n T '^ E a s y g e l® (E a s y g e l ) a n d SM ^ ^ P e t r i fi lm ^ ' ^ (P e t r i fi lm ) m e th o d s a r e
b o t h m u c h e a s i e r t o p e r f o r m . E a s y g e l m e th o d i s a p p r o v e d b y t h e E PA a n d u s e d i n t h e U
S . , t h o u g h o n a s m a l l e r s c a l e t h a n t h e tw o p r e v i o u s m e t h o d s . T h e E a s y g e l m e t h o d i s
p o u r - p l a t e m e t h o d th a t in c l u d e s t h r e e r e q u i r e d e l e m e n t s : a p r e - t r e a t e d p e t r i d i s h , a b o t t l e
o f m e d i a
,
a n d s a m p l e w a t e r . F i v e m i l l i l i t e r s o f t h e s a m p l e w a t e r a r e p l a c e d i n s i d e t h e
sm a l l b o t t l e c o n t a i n i n g r o o m - t e m p e r a t u r e E a s y g e l m e d i a . T h e m e d i a a n d s a m p l e a r e
m i x e d
,
a n d t h e s o l u t i o n i s t h e n p o u r e d i n t o t h e p r e - t r e a t e d d i s h . T h e s o l u t i o n i s a l l o w e d t o
s o l i d i f y f o r a p p r o x im a t e l y 4 0 m i n u t e s a n d t h e n i n c u b a t e d .
P e t r i fi lm m e t h o d i s n o t u s e d in t h e U . S f o r dr i n k i n g w a t e r a n a l y s i s a n d i s n o t
a p p r o v e d b y t h e E PA f o r t h a t p u r p o s e I t h a s h i s t o r i c a l l y b e e n t e s t e d a n d u s e d t o d e t e c t
E . c o l i i n f o o d
,
a n d th e r e i s l i t t l e k n o w l e d g e o f i t s p e r f o r m a n c e r e g a r d i n g dr i n k i n g w a t e r
s a m p l e s . I t h a s s e v e r a l c h a r a c t e r i s t i c s t h a t m a k e i t i d e a l f o r t h i s p u r p o s e , h o w e v e r ,
e s p e c i a l l y i n r e s o u r c e - p o o r s e t t i n g s . T h e P e t r i fi lm m e t h o d c o n s i s t s o f a c a r d w i t h a fi lm
o n t o p , a p l a s t i c d e v i c e a n d th e s a m p l e w a t e r . T h e fi l m i s r a i s e d , a n d o n e m i l l i l i t e r o f
s a m p l e i s p l a c e d i n t o t h e c e n t e r o f t h e c a r d . T h e fi l m i s s l o w l y l o w e r e d a n d t h e p l a s t i c
d e v i c e i s p l a c e d o n t o p o f t h e fi lm a n d c a r d t o d i s p e r s e t h e u n d e r l y i n g s a m p l e fl u i d
e v e n l y a c r o s s t h e c a r d , w h i c h i s t h e n i n c u b a t e d .
b . C r i t e r i a f o r L o w - c o s t D r i n k i n g W a t e r T e s t f o r E . c o l i
T h e r e s o u r c e s a v a i l a b l e i n d e v e l o p i n g c o u n t r i e s a n d a f t e r n a t u r a l d i s a s t e r s m a y b e
m u c h m o r e l i m i t e d t h a n i n d e v e l o p e d c o u n t r i e s , t h u s h i g h l i g h t i n g t h e n e e d f o r a t e s t t h a t
c a n b e p e r f o r m e d i n r e s o u r c e - l im i t e d s e t t i n g s . T h e a v a i l a b i l i t y o f e l e c t r i c i t y , a m o u n t o f
s p a c e t o r u n t h e t e s t , a m o u n t o f s a m p l e w a t e r a v a i l a b l e , t h e a v a i l a b i l i t y o f t r a i n e d
p e r s o n n e l a s w e l l a s t h e a m o u n t o f m o n e y a v a i l a b l e f o r t e s t i n g a r e j u s t a f e w f a c t o r s t h a t
m u s t b e c o n s i d e r e d w h e n c h o o s i n g a t e s t .
C r i t e r i a i d e n t i f i e d t o b e o f i m p o r t a n c e in c l u d e f a c t o r s s u c h a s :
V o l u m e o f s a m p l e t h e t e s t a n a l y z e
Qu a n t i f i c a t i o n m e t h o d
N e e d fo r e l e c t r i c i t y
N e e d f o r s u p p l e m e n t a l e q u i p m e n t
1 s t e p v s m u l t ip l e s t e p
P e r i s h a b i l i t y
P o r t a b i l i t y / c o m p a c t n e s s
C o n v e n i e n c e o f a p p l i c a t i o n
P r e s e n c e / a b s e n s e
R e a d i l y d e t e c t a b l e e n d p o i n t
E a s i l y v i s u a l i z e E c o l i o n p o i n t (r a n g e o f c o u n t a b l e C PU s )
B r o t h v s a g a r v s p e c t i n
C h r o m a g e n v s f l u o r o g e n
Se n s i t i v i t y
Sp e c i f i c i t y
P r e c i s i o n
U n i t c o s t
P e r f o r m a n c e o f m e th o d a t n o n - c o n v e n t i o n a l t e m p e r a t u r e s
(N a t i o n a l R e s e a r c h C o u n c i l o f t h e N a t i o n a l A c a d e m i e s , 2 0 0 4 )
T h e s e f a c t o r s a r e o u t l i n e d i n a t a b l e b e l o w a n d d e s c r i b e d a c c o r d i n g t o m e th o d .
T h e t a b l e i s f o l l o w e d b y d e t a i l e d c o m p a r i s o n s o f t h e m e t h o d s a c r o s s c r i t e r i a . T h e
f o l l o w i n g a b b r e v i a t i o n s a r e u s e d : M e m b r a n e f i l t r a t i o n w i t h M I a g a r (M I ) , m e m b r a n e
f i l t r a t i o n w i t h B i o - R a d a g a r (B R ) , C o l i l e r t m e t h o d (C O L ), P e t r i f i lm (PE T ) , a n d E a s y g e l
(E Z ) .
T a b l e 1 . C r i t e r i a f o r l o w - c o s t s i m p e d r i n k i n g w a t e r t e s t f o r E . c o l i
M I B R C O L P E T E Z
A p p l i e d s a m p l e
v o l u m e f o r t e s t
1 m L o r 10
m L
1 m L o r
10 m L
10 0 m L 1 o r 5 m L
1 m L o r 5
m L
C o n v e n i e n c e o f
a p p l i c a t i o n
N O N O N O Y E S Y E S
P o r t a b i l i t y / c o m p
a c t n e s s
N O N O N O Y E S Y E S
N e e d f o r
e l e c t r i c i t y
Y E S Y E S Y E S Y E S Y E S
N e e d f o r
s u p p l e m e n t a l
e q u i p m e n t
Y E S Y E S Y E S N O N O
Si n g l e s t e p v s
m u l t i p l e s t e p
M u l t i p l e M u l t i p l e M u l t i p l e 3 s t e p s 4 s t e p s
P e r i s h a b l e Y E S Y E S Y E S Y E S Y E S
R e a d i l y
d e t e c t a b l e
e n d p o i n t
Y E S Y E S Y E S Y E S Y E S
E a s i l y v i s u a l i z e
E . c o l i a t
e n d p o i n t
(c o u n t a b l e r a n g e
o f C F U s
A d e q u a t e A d e q u a t e A d e q u a t e
C a n b e
l im i t e d w i t h
s m a l l
s a m p l e
v o l u m e .
C a n b e
l im i t e d
w i t h s m a l l
s a m p l e
v o l u m e .
B r o t h v s a g a r v s
p e c t i n
a g a r a g a r b r o t h
g e l l i n g
a g e n t
p e c t i n
C h r o m a g e n v s
fl u o r o g e n
b o t h
c hr o m a g
e n o n l y
b o t h
c h r o m a g e n
o n l y
c h r o m a g e n
o n l y
S e n s i t i v i t y Y E S Y E S Y E S N O N O
Sp e c i fi c i t y Y E S Y E S Y E S Y E S
N o t a s
g o o d a s
o t h e r
m e t h o d s
P r e c i s i o n Y E S Y E S Y E S M A Y B E M A Y B E
'
U n i t c o s t
(n o t i n c l u d i n g
c o s t o f i n c u b a t o r )
$3 18 p e r
g r a m ;
E x p e n s i v e
s u p p l e m e n t a l
e q u i p m e n t
r e q u i r e d
* * *
H I G H
$ 5 . 2 5 p e r
s a m p l e
p l u s t a x ;
Se a l e r
r e q u i r e d =
$4 , 0 0 0 * *
L OW $
15 p e r
s a m p l e
*
* (M i c r o l o g y L a b o r a t o r y , 2 0 0 7 )
* * (I D E X X C o l i l e r t C u s t o m e r S e r v i c e R e p r e s e n t a t i v e , )
* * * (F i s h e r S c i e n t i f i c , 2 0 0 8)
F o r f u r t h e r d e t a i l s r e g a r d i n g u n i t c o s t , p l e a s e s e e A p p e n d i x A .
i
. U n i t c o s t
U n i t c o s t i s o n e o f t h e m o s t im p o r t a n t f a c t o r s t h a t m u s t b e c o n s i d e r e d i n
d e t e r m i n i n g w h a t t e s t t o u s e , e s p e c i a l ly i n r e s o u r c e - p o o r s e t t i n g s . A l l m e t h o d s r e q u i r e t h e
u s e o f a n i n c u b a t o r p e r m a n u f a c t u r e r
'
s r e c o m m e n d a t i o n s
,
w h i c h i n c r e a s e s c o s t o f
a n a l y s i s c o n s i d e r a b l y . M e m b r a n e f i l t r a t i o n a n d C o l i l e r t a r e t h e m o s t e x p e n s i v e m e t h o d s
w i t h e x p e n s i v e s u p p l e m e n t a l e q u i p m e n t r e q u i r e d a n d e x p e n s i v e m e d i a , e s p e c i a l l y i n t h e
c a s e o f M I a g a r . P e t r i f i lm i s t h e c h e a p e s t m e t h o d o f a l l t h e m e th o d s , a n d th e l a c k o f n e e d
f o r s u p p l e m e n t a l e q u i p m e n t b r i n g s t h e u n i t c o s t c l o s e t o $ 1 0 0 p e r s a m p l e E a s y g e l i s
s o m e w h a t c h e a p e r t h a n t h e o t h e r m e t h o d s a t $ 15 . 0 0 p e r s a m p l e a n d a l s o d o e s n o t r e qu i r e
s u p p l e m e n t a l e q u i p m e n t b e y o n d a n in c u b a t o r .
i i . N e e d f o r s u p p l e m e n t a l e q u i p m e n t / P e r f o r m a n c e o f m e t h o d s a t
n o n - c o n v e n t i o n a l t e m p e r a t u r e s
O n e o f t h e l e a s t a c c e s s ib l e a n d m o s t e x p e n s i v e i t e m s r e q u i r e d d u r in g th e
p e r f o r m a n c e o f d r i n k i n g w a t e r a n a l y s i s f o r f e c a l b a c t e r i a i s a n i n c u b a t o r , w h i c h a l l o w s
i n d i c a t o r b a c t e r i a , s u c h a s E . c o l i , t o g r o w f o r a p r e d e t e r m i n e d a m o u n t o f t i m e a t a s e t
t e m p e r a t u r e (3 7 . 5 ° C ) a n d th e r e s u l t i n g g r o w t h q u a n t i fi e d . I f a m e t h o d c o u l d b e f o u n d t h a t
a l l o w e d f o r t h e E . c o l i i n t h e s a m p l e t o b e g r o w n a t r o o m o r a m b i e n t t e m p e r a t u r e , t h e n a n
i n c u b a t o r w o u l d n o t b e n e c e s s a r y f o r t h e p e r f o r m a n c e o f t h e a s s a y , t h u s c o s t
c o n s i d e r a b l y . I t i s a l s o i m p o r t a n t t o n o t e t h a t i n d e v e l o p i n g c o u n t r i e s a m b i e n t
t e m p e r a t u r e s a r e r a t h e r e l e v a t e d c o m p a r e d t o t h e U S . F o r e x a m p l e , i n t h e D o m i n i c a n
R e p u b l i c , t h e a v e r a g e h i g h s a n d l o w s fo r a 12 - m o n t h p e r i o d r a n g e f r o m 3 3 - 3 7
° C a n d
f r o m 19 - 2 3 ° C , r e s p e c t i v e ly (T h e W e a t h e r C h a n n e l , ) T h e s e t e m p e r a t u r e s s u g g e s t t h a t t h e
d e v e l o p m e n t o f a n E c o l i m e t h o d u s e a b l e a t r o o m t e m p e r a t u r e i n d e v e l o p i n g c o u n t r i e s i s
a p r o m i s i n g p r o p o s i t i o n b e c a u s e t h e s t a n d a r d i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e f o r d r i n k i n g w a t e r
a n a l y s i s o f £
■
c o l i i s w i t h i n t h i s t e m p e r a t u r e r a n g e .
I n s t r u c t i o n s f o r t h e p e r f o r m a n c e o f m e m b r a n e fi l t r a t i o n w i t h B i o R a d a n d E a s y g e l ,
C o l i l e r t m e t h o d
,
P e t r i fi lm m e t h o d
,
a n d E a s y g e l m e t h o d s t a t e t h e o p t i m u m i n c u b a t i o n
t e m p e r a t u r e f o r e a c h t e s t t o b e 37
° C . H o w e v e f
,
t h i s w o r k s o u gh t t o p r o v e t h a t t h e t e s t s
c a n b e p e r f o r m e d a t r o o m t e m p e r a t u r e a n d p r o du c e s im i l a r r e s u l t s .
i i i . N e e d f o r e l e c t r i c i t y
I n r e s o u r c e - p o o r s e t t i n g s , a r e l i a b l e s o u r c e o f e l e c t r i c i t y m a y n o t b e a v a i l a b l e t o
o p e r a t e s u p p l e m e n t a l e q u i p m e n t r e q u i r e d t o p e r f o r m d r i n k i n g w a t e r t e s t s . T h e m e d i a
u s e d i n a l l fi v e o f t h e t e s t s a r e p e r i s h a b l e a n d m u s t b e s t o r e d a t a s p e c i f i c t e m p e r a t u r e
p r i o r t o u s e . I t i s r e c o m m e n d e d th a t t h e E a s y g e l m e d i a b e k e p t a t - 2 0
° C u n t i l u s e u p t o
o n e y e a r (M i c r o l o g y L a b o r a t o r y , 2 0 0 7 ) . I t i s r e c o m m e n d e d t h a t t h e P e t r i fi lm c a r d s b e
r e f r ig e r a t e d a t 4
° C p r i o r t o u s e ; h o w e v e r , t h e c a r d s c a n b e k e p t f o r u p t o a m o n t h a t r o o m
t e m p e r a t u r e a f t e r t h e p a c k a g e i s o p e n e d (3M , 2 0 0 8) . C o l i l e r t m e d i a m u s t b e r e f r i g e r a t e d
b e tw e e n 2 - 3 0 ° C p r i o r t o u s e f o r u p t o o n e y e a r (I D E X X , 2 0 0 8 ) B i o R a d a n d M I a g a r , i f
a l r e a dy p r e p a r e d i n 6 0m m d i s h e s , s h o u l d a l s o b e k e p t a t 4
° C p r i o r t o u s e
E a c h m e t h o d h a s i t s o w n c h a r a c t e r i s t i c s t h a t a l s o r e q u i r e e l e c t r i c i t y i n a d d i t i o n t o
r e f r i g e r a t i o n o f t h e m e d i a . P e t r i fi l m a n d E a s y g e l r e q u i r e e l e c t r i c i t y d u r i n g i n c u b a t i o n o f
t h e s a m p l e s . M e m b r a n e fi l t r a t i o n u s i n g B i o - R a d a g a r r e qu i r e s e l e c t r i c i t y t o o p e r a t e a
v a c u u m t o p u l l t h e w a t e r t h r o u gh t h e fu n n e l a n d t o i n c u b a t e t h e s a m p l e s . T h e m e t h o d
p e r f o r m e d w i th M I a g a r h a s a n a d d i t i o n a l s t e p r e q u i r i n g e l e c t r i c i t y i n t h e a s s e s s m e n t o f
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t h e s a m p l e s u n d e r U V l i g h t f o r t h e E c o l i c o n fi r m a t i o n s t e p . C o l i l e r t m e t h o d r e q u i r e s
e l e c t r i c i t y a t t h r e e p o i n t s , t o s e a l t h e t r a y s u s i n g t h e e l e c t r i c a l l y - p o w e r e d s e a l e r , t o
i n c u b a t e t h e t r a y s , a n d f o r a s s e s s m e n t u n d e r U V l i g h t . P l e a s e s e e T a b l e 2 b e l o w
T a b l e 2 . E l e c t r i c i t y n e e d s o f 5 E . c o l i d e t e c t i o n m e t h o d s
R e f r i g e r a t e / F r e e z e
p r i o r t o u s e
I n c u b a t i o n
U V
l i g h t
Q u a n t i t r a y
Se a l e r
V a c u u m
M e m b r a n e
f i l t r a t i o n -
B i o R a d
X X X
M e m b r a n e
fi l t r a t i o n - M I
X X X X
C o l i l e r t X X X X
P e t r i fi l m X X
E a s y g e l X X
i v . P o r t a b i l i t y /c o m p a c t n e s s
T h e r e a r e f e w d r i n k i n g w a t e r a n a l y s i s m e t h o d s t h a t a r e v e r y c o m p a c t o r e a s i l y
p o r t a b l e i n t h e fi e l d . M a n y m e t h o d s h a v e s e v e r a l p i e c e s o f e q u i p m e n t t h a t w o u l d h i n d e r
t r a n s p o r t a n d m a n y n e e d e l e c t r i c i t y w h i c h m a y o r m a y n o t b e a v a i l a b l e .
R e c o m m e n d a t i o n s f o r a l l fi v e m e t h o d s s t a t e t h a t t h e s a m p l e s m u s t b e i n c u b a t e d , w h i c h
w o u l d r e q u i r e e l e c t r i c i t y f o r t h e i n c u b a t o r . Pe t r i fi lm m e th o d h a s t h e m o s t p o t e n t i a l t o b e
p o r t a b l e , w i t h i t s s m a l l s i z e a n d a s i n g l e p i e c e o f s u p p l e m e n t a l e q u i p m e n t t o p e r f o r m
a n a l y s i s . T h o u g h u n o p e n e d p a c k a g e s a r e t o b e r e f r i g e r a t e d p r i o r t o u s e , t h e c a r d s c a n b e
s t o r e d a t r o o m t e m p e r a t u r e u p t o o n e m o n t h a f t e r o p e n i n g t h e p a c k a g e , w h i c h m a k e s i t
e v e n m o r e p o r t a b l e s i n c e a r e f r i g e r a t o r i s n o t n e e d e d . E a s y g e l a l s o h a s t h e a b i l i t y t o b e
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s o m e w h a t p o r t a b l e . T h e r e a r e o n l y 2 p i e c e s o f e q u i p m e n t r e q u i r e d f o r s a m p l e
p r e p a r a t i o n ; h o w e v e r , t h e m e d i a m u s t b e f r o z e n / r e f r i g e r a t e d p r i o r t o u s e .
C o l i l e r t r e q u ir e s r e f r i g e r a t i o n o f t h e m e d i a , s e v e r a l p i e c e s f o r p r e p a r i n g t h e
s a m p l e , a s w e l l a s a n e x p e n s i v e s e a l e r th a t r e q u i r e s e l e c t r i c i t y . T h e t e s t m u s t b e
p e r f o r m e d i n a c l e a n l o c a t i o n w i t h a c c e s s t o e l e c t r i c i t y a n d a t a b l e t o p t o p l a c e t h e s e a l e r .
M e m b r a n e fi l t r a t i o n i s t h e l e a s t p o r t a b l e o f a l l t h e m e t h o d s . T h e r e a r e n u m e r o u s p i e c e s
r e q u i r e d f o r p r e p a r i n g t h e m e d i a a n d r u n n i n g a w a t e r s a m p l e , v a c u u m r e q u i r e d t o f i l t e r
t h e s a m p l e , a s w e l l a s r e f r i g e r a t i o n o f t h e m e d i a p r i o r t o u s e
S i n c e C o l i l e r t a n d m e m b r a n e fi l t r a t i o n c a n n o t b e p e r f o r m e d a t t h e s i t e o f t h e
w a t e r s o u r c e t o b e a s s e s s e d , s a m p l e s m u s t b e g a t h e r e d a n d b r o u g h t b a c k t o t h e
l a b o r a t o r y . T h i s a l s o p r e s e n t s a c h a l l e n g e i n t h e fi e l d s i n c e s a m p l e s m u s t b e p l a c e d o n i c e
i f n o t a n a l y z e d w i t h i n o n e h o u r o f c o l l e c t i o n .
V . V o l u m e o f s a m p l e t h e t e s t a n a l y z e s ( 1 a n d 5 m L i s t o o s m a l l )
T h e s a m p l e v o l u m e r e q u i r e d f o r e a c h t e s t i s a c h a r a c t e r i s t i c t h a t c a n pr o v e t o b e a
l im i t a t i o n i n t h e fi e l d i f i t i s t o o s m a l l o r i f i t c a n n o t b e a dj u s t e d . Sa m p l e v o l u m e a s a
l i m i t a t i o n i s b e s t i l lu s t r a t e d i n t h e u s e o f P e t r i fi l m . T h e r e a r e t w o P e t r i fi l m m e th o d s
p r o d u c e d b y 3 M : a t e s t a l l o w i n g I m L s a mp l e v o l u m e a n d a t e s t a l l o w i n g 5 m L s a m p l e
v o l u m e . T h e I m L t e s t w a s i n c l u d e d i n t h i s s t u dy . I f t h e m i c r o b e c o n c e n tr a d o n o f t h e t e s t
w a t e r i s h i g h , a v o l u m e o f 1 m L m a y p r o v e a d e q u a t e . H o w e v e r , i n t h e e v e n t t h e
c o n c e n t r a t i o n o f t h e t e s t w a t e r i s l o w (i e . < 10 C F U /m L ) , t h e n u m b e r o f C F U s p r o d u c e d
b y th e t e s t w i l l b e v e r y s m a l l a n d th e s t a t i s t i c a l p o w e r o f t h e r e s u l t s f o r t h e t e s t w i l l b e
c o m p r o m i s e d a s w e l l a s t h e u s e r
'
s a b i l i t y t o dr a w c o n c l u s i o n s f r o m t h e r e s u l t s .
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M e m b r a n e fi l t r a t i o n p r o v i d e s t h e m o s t fl e x ib i l i t y i n s a m p l e v o l u m e o f a l l t h e
m e t h o d s . T h e a p p a r a t u s r e q u i r e s a t l e a s t 1 0 m L o f s a m p l e a n d a m a x i m u m o f 1 0 0 m L c a n
b e a s s e s s e d
,
a s l o n g a s t h e r e s u l t i n g n u m b e r o f c o u n t a b l e C F U S o n t h e fi l t e r d o e s n o t r i s e
a b o v e a c o u n t a b l e n u m b e r . Sm a l l e r s a m p l e v o l u m e s c a n b e t e s t e d w i t h t h e m e th o d b y
d i l u t i n g t h e m t o t h e p o i n t w h e r e t h e s a m p l e v o l u m e r e a c h e s a t l e a s t 10 m L .
C o l i l e r t m e t h o d p r e s e n t s i t s o w n l im i t a t i o n s c o n c e r n i n g s a m p l e v o l u m e t o b e
u s e d . T h e m e th o d r e q u i r e s a n e x a c t s a m p l e v o l u m e o f 100 m L A s w i t h m e m b r a n e
fi l t r a t i o n , t h e m e t h o d c a n a c c o m m o d a t e s m a l l e r s a m p l e s i z e s v i a d i l u t i o n .
T h e E a s y g e l m e t h o d a c c o m m o d a t e s t w o s a m p l e s i z e s : 1 m L a n d 5m L . A t I m L
s a m p l e v o l u m e , t h e r e s u l t s p r e s e n t t h e s a m e l i m i t a ti o n s a s t h e P e t r i fi lm m e t h o d u s e d i n
t h i s s t u dy . T h e 5 mL s a m p l e v o l u m e p r o v i d e s m o r e r o b u s t r e s u l t s t h a n t h e I m L s a m p l e
v o l u m e
,
a n d i t d o e s n o t r e q u i r e t h e n e e d fo r a d i l u e n t a s t h e o t h e r m e t h o d s t h a t a r e a b l e t o
a c c o m m o d a t e 5 m L (M e m b r a n e F i l t r a t i o n a n d C o l i l e r t ) . H o w e v e r , t h e 5 m L s a m p l e
v o l u m e i s s t i l l r e l a t i v e l y s m a l l a n d th e r e f o r e m a y n o t p r o v i d e t h e fl e x i b i l i ty i n s a m p l e
s i z e r e q u i r e d f o r w a t e r w i t h s m a l l c o n c e n t r a t i o n s o f m i c r o b e s .
v i . R e a d i l y d e t e c t a b l e e n d p o i n t
O n e w a y o f e n u m e r a t i n g t h e E . c o l i i n a s a m p l e i s t h e v i a t h e c o l o n y - c o u n t
m e t h o d . C o l o n y c o u n t m e th o d s l i k e m e m b r a n e fi l t r a t i o n , P e t r i f i lm a n d E a s y g e l p r o d u c e
v e r y o b v i o u s c o l o n i e s w h i c h o n l y r e q u i r e c o u n t i n g a n d (b a c k c a l c u l a t i o n , i f n e c e s s a r y ) t o
d e t e r m i n e t h e d e g r e e o f c o n t a m i n a t i o n o f t h e s a m p l e . M PN m e t h o d s l i k e C o l i l e r t a r e
a n o t h e r w a y o f d e t e r m i n i n g t h e l e v e l o f c o n t a m i n a t i o n o f a s a m p l e . H o w e v e r , t h e y
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r e q u i r e r e f e r e n c e o f a M P N in d e x t o d e t e r m i n e t h e fi n a l r e s u l t a n d a r e g e n e r a l l y l e s s
p r e c i s e t h a n c o l o n y - c o u n t m e t h o d s .
v i i . E a s i l y v i s u a l i z e E . c o l i e n d p o i n t ( r a n g e o f c o u n t a b l e C F U s )
T h e c o u n t a b l e r a n g e o f C F U s p r o du c e d o n a t e s t v a r i e s b e tw e e n a l l m e t h o d s a n d
b y t y p e o f m e t h o d . F a c t o r s a f f e c t i n g th e n u m b e r o f c o u n t a b l e CF U s f o r a t e s t f o r c o l o n y
-
c o u n t m e t h o d s i n c l u d e t h e s i z e o f t h e s a m p l e s u r f a c e , t h e s i z e o f t h e c o l o n i e s , a n d t h e
s t r e n g th o f c o l o r o f t h e c o l o n y A l l o f t h e s e c a n h a v e a n e f f e c t o n t h e e a s e o r d i f fi c u l t y
a s s o c i a t e d w i t h e n u m e r a t i o n . C o l i l e r t , a n M PN m e t h o d , h a s i t s o w n e n u m e r a t i o n
l im i t a t i o n s i n c l u d i n g th e n e e d t o u s e a s t a n d a r d i n a s s e s s i n g w h e t h e r o r n o t a w e l l i s
p o s i t i v e a n d in t h e n e e d f o r a n M PN r e f e r e n c e .
A s m a l l s a m p l e s u r f a c e w i l l r e d u c e t h e s p a c e a v a i l a b l e f o r c o l o n i e s t o a t t a c h
w h i c h w i l l l im i t t h e n u m b e r t o b e c o u n t e d M e m b r a n e fi l t r a t i o n i s p e r f o r m e d w i t h p l a t e s
6 0 m m i n s i z e
,
t h e s m a l l e s t o f a l l t h e m e t h o d s S i n c e t h e c o l o n i e s a r e s m a l l
,
a r e a s o n a b l e
n u m b e r o f c o l o n i e s c a n b e c o u n t e d . H o w e v e r
,
E a s y g e l m e th o d i s p e r f o r m e d w i th a p l a t e
n e a r ly t h r e e t im e s t h a t s i z e w i t h s im i l a r s i z e c o l o n i e s , t h u s m o r e c o l o n i e s a r e a b l e t o g r o w
w i t h o u t t o u c h i n g a l l o w i n g f o r e a s y e n u m e r a t i o n a t h i g h e r E c o l i c o n c e n t r a t i o n s .
A l t e r n a t i v e l y , i f t h e c o l o n i e s t h e m s e l v e s d o n o t g r o w t o a s i z e c o m f o r t a b l y
i d e n t i fi e d w i t h t h e n a k e d e y e o r d o n o t p r o d u c e a d e fi n i t e i n d i c a t iv e c o l o r , t h e y m a y n o t
b e c o u n t e d A n o t h e r f a c t o r t h a t c o u l d i n h i b i t t h e r a n g e o f c o u n t a b l e C F U s f o r a t e s t c o u l d
b e th e i n t e r f e r e n c e o f o t h e r m i c r o b e s t h a t p r o d u c e a c o l o r c h a n g e i n t h e t e s t .
M I a n d B i o R a d a g a r s u s e d d u r i n g m e m b r a n e fi l t r a t i o n b o t h p r o d u c e s i z a b l e
c o l o n i e s a n d v e r y d i s t i n c t i v e c o l o r c h a n g e s w h i c h a l l o w s f o r t h e e n u m e r a t i o n u p w a r d s o f
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2 0 0 c o l o n i e s p e r d i s h T h e s u r f a c e o f t h e P e t r i fi l m c a r d i s a l i t t l e b i g g e r t h a n t h e d i s h u s e d
f o r m e m b r a n e f i l t r a t i o n p r o v i d i n g a l a r g e r s u r f a c e f o r m o r e c o l o n i e s t o g r o w . A l s o , a
p o s i t i v e E c o l i r e s p o n s e f o r t h e t e s t i s a b l u e c o l o n y w i t h a b u b b l e a t t a c h e d . A t l o w e r
t e m p e r a t u r e s , h o w e v e r , b u b b l e s m a n y t im e s f a i l t o f o r m t h u s p r e v e n t i n g t h e a b i l i t y t o
d i s t i n g u i s h b e t w e e n c o l o n i e s t h a t a r e E . c o l i a n d t h o s e t h a t a r e n o t . E a s y g e l m e th o d
p r o du c e s c o l o n i e s t h a t a r e e a s i l y c o u n t a b l e ; h o w e v e r , a t l o w e r t e m p e r a t u r e s t h e c o l o n i e s
m a y a p p e a r l i g h t e r i n c o l o r m a k i n g e n u m e r a t i o n d i f f i c u lt . T h e r e l a t i v e l y l a r g e d i s h u s e d ,
h o w e v e r
, p r o v i d e s a l a r g e c o u n t i n g s u r f a c e m a k i n g i t p o s s i b l e f o r h i g h e r n u m b e r s o f
c o l o n i e s t o g r o w o n t h e p l a t e c o m p a r e d t o m e m b r a n e f i l t r a t i o n a n d s t i l l r e m a i n c o u n t a b l e .
C o l i l e r t a s a n M PN m e th o d
,
t h o u g h i t h a s a v e r y b r o a d r a n g e o f c o u n t a b l e C PU s ,
p r e s e n t s i t s o w n l i m i t a t i o n s . T h e r a n g e o f c o u n t a b l e CP U s f o r C o l i l e r t i s b e t w e e n 1 a n d
2 , 4 19 C P U / 10 0 m L p e r t e s t (I D E X X , 2 0 0 8 ) , w h i c h i s a l l o w e d b y t h e d e s i g n o f t h e
Qu a n t i t r a y 2 0 0 0 t r a y . H o w e v e r , a s t a n d a r d m u s t b e u s e d i n d e t e r m i n i n g w h e th e r o r n o t
e a c h w e l l i s p o s i t i v e s i n c e i n s o m e s it u a t i o n s t h e c o l o r o f t h e w e l l i s n o t a s t r o n g y e l l o w
c o l o r e v e n t h o u g h i t i s , i n f a c t , p o s i t i v e f o r E . c o l i A d d i t i o n a l l y , t o d e t e r m i n e t h e f i n a l
c o n c e n t r a t i o n o f e i t h e r E . c o l i o r T o t a l C o l i f o r m s b y v o l u m e , o n e m u s t r e f e r e n c e a n M PN
i n d e x c r e a t e d b y t h e m a n u f a c t u r e r f o r t h e t e s t . U s i n g th e r e s u l t s f r o m c o u n t i n g t h e
p o s i t i v e w e l l s o n t h e t r a y , t h e fi n a l c o n c e n t r a t i o n i s d e t e r m i n e d b y c o m p a r i n g t h o s e
n u m b e r s t o v a l u e s o n t h e i n d e x T h i s c a n a l s o b e d o n e u s i n g s o f tw a r e . T h o u g h i t i s n o t a
c o m p l i c a t e d s t e p , i t i s a n o t h e r b a r r i e r b e t w e e n t h e r a w r e s u l t s a n d t h e d e t e r m i n a t i o n o f
c o n t a m i n a t i o n .
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v i i i . Q u a n t i f i c a t i o n m e t h o d
M e m b r a n e fi l t r a t i o n , E a s y g e l , a n d P e t r i fi lm a r e a l l c o l o n y - c o u n t m e t h o d s i n
w h i c h t h e r e s u l t s a r e c a l c u l a t e d b y c o u n t i n g t h e c o l o n y - f o r m i n g u n i t s o n t h e t e s t , e a c h
r e p r e s e n t i n g a n i n d iv i d u a l c o l o n y p r e s u m e d t o h a v e f o r m e d f r o m a s i n g l e b a c t e r i u m . T h e
t o t a l n u m b e r o f C P U s p e r t e s t a r e t h e n d i v i d e d b y t h e s a m p l e v o l u m e u s e d f o r t h e t e s t a n d
th e n m u l t i p l i e d b y a d i l u ti o n f a c t o r i f n e c e s s a r y , g i v i n g a r e s u l t o f C PU / m L .
T h e r e s u l t s o f t h e C o l i l e r t m e th o d a r e p r e s e n t e d a s C P U by v o l u m e a s w e l l ;
h o w e v e r , t h i s v a l u e i s a r r i v e d a t v i a t h e M o s t P r o b a b l e N u m b e r (M P N ) m e t h o d T h e
m e t h o d o l o g y o f t h e M P N m e th o d i n v o l v e s t h e a n a l y s i s o f t h e s a m p l e a t d i f f e r e n t
v o l u m e s . T h e w e l l s c o n t a i n a l i q u i d m e d i u m w h i c h t u r n s y e l l o w i n t h e p r e s e n c e o f T o t a l
C o l i f o r m s , a s w e l l a s f l u o r e s c e s u n d e r U V l i g h t i n t h e p r e s e n c e o f E c o l i . B a s e d o n th e
n u m b e r o f w e l l s p o s i t i v e f o r E . c o l i ( i n d i c a t e d b y a w e l l t h a t i s b o t h y e l l o w a n d
fl u o r e s c e n t u n d e r U V l i g h t ) a c r o s s t h e d i f f e r e n t v o l u m e s , a C PU b y v o l u m e c o n c e n t r a t i o n
i s e s t i m a t e d b y r e f e r e n c i n g a n M P N i n d e x a n d i d e n t i f y i n g t h e c o n c e n t r a t i o n t h a t
c o r r e s p o n d s w i t h t h o s e v a l u e s T h i s m e t h o d o f c a l c u l a t i n g t h e E c o l i c o n c e n t r a t i o n o f
t h e s a m p l e i s d i f f e r e n t f r o m t h a t w h i c h i s u s e d fo r m e m b r a n e fi l t r a t i o n , h o w e v e r s t u d i e s
h a v e s h o w n th e m e t h o d s t o b e c o m p a r a b l e i n p r e c i s i o n a n d s e n s i t i v i t y t o l o w b a c t e r i a l
n u m b e r s (B u c k a l e w , H a r tm a n , G r im s l e y , M a r t i n , & R e g i s t e r , 2 0 0 6 ) .
i x . 1 s t e p v s m u l t i p l e s t e p - N e e d f o r t r a i n i n g
A l l d r i n k i n g w a t e r t e s t s r e q u i r e s o m e l e v e l o f t r a i n i n g t o b e a b l e t o p e r f o r m t h e m
a s w e l l a s t o b e a b l e t o i n t e r p r e t t h e r e s u l t s . T h e P e t r i fi lm m e t h o d i s b y f a r t h e e a s i e s t
m e th o d t o p e r f o r m w i t h o n l y e a s y t h r e e s t e p s a n d E a s y g e l i s a l s o v e r y w i t h o n l y f o u r
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s t e p s . C o l i l e r t i s m o r e c o m p l i c a t e d w i t h s e v e r a l s t e p s t o b e p e r f o r m e d . L a s t l y , m e m b r a n e
f i l t r a t i o n i s w i t h o u t a d o u b t t h e m o s t c o m p l i c a t e d , b o t h i n m a t e r i a l s n e c e s s a r y a n d s t e p s
t o b e p e r f o r m e d B o th m e m b r a n e fi l t r a t i o n a n d C o l i l e r t r e q u i r e m u c h m o r e i n t e n s e
t r a i n i n g t o p e r f o r m t h a n P e t r i f i l m a n d E a s y g e l H o w e v e r , i n c a l c u l a t i n g t h e c o u n t s p e r
v o l u m e o f £
■
. c o l i p r e s e n t , C o l i l e r t i s l e s s t r a n s p a r e n t a n d m o r e c o m p l i c a t e d t h a n t h e
c o l o n y - c o u n t m e th o d s . T h i s i s d u e t o t h e f a c t t h a t i t r e q u i r e s c o u n t i n g o f t h e t r a y s a n d
t h e n r e f e r e n c in g th e i n d e x i n s t e a d o f a s t r a i g h t f o r w a r d c o u n t b y v o l u m e a p p r o a c h .
X . C h r o m a g e n v s fl u o r o g e n
C h r o m a g e n s a r e p r e s e n t i n t h e m e d i a t o p r o d u c e a c o l o r w h e n r e a c t i n g w i t h th e
t a r g e t o r g a n i s m , i n t h i s c a s e E c o l i , w h i l e f l u o r o g e n s i n m e d i a r e l e a s e a c h e m i c a l t h a t
fl u o r e s c e s u n d e r U V l i g h t t o i n d i c a t e t h e p r e s e n c e o f E c o l i . D r i n k i n g w a t e r t e s t s f o r
E c o l i c o n t a i n e i t h e r a c h r o m a g e n o r a c h r o m a g e n / fl u o r o g e n c o m b i n a t i o n . T h e fl u o r o g e n
w i d e ly u s e d i n E c o l i t e s t i n g , m e th y l u m b e l l i f e r y l - fi - D g l u c u r o n i d e (M U G ), i s u s e d o n l y
a s a c o n f i r m a t i o n s t e p a f t e r p o s s i b l e E . c o l i h a v e b e e n i d e n t i fi e d v i a a c o l o r - p r o d u c i n g
c h a n g e . T e s t s c o n t a i n i n g c h r o m a g e n s p l u s fl u o r o g e n s i n c l u d e m e m b r a n e f i l t r a t i o n w i t h
M I a g a r a n d C o l i l e r t . T e s t s t h a t e m p l o y o n l y c h r o m a g e n s s u c h a s m e m b r a n e fi l t r a t i o n
u s i n g B i o
- R a d
,
E a s y g e l , a n d P e t r i fi lm a r e m o r e d e s i r a b l e i n t h e fi e l d s i n c e t h e y d o n o t
r e q u i r e o b s e r v a t i o n u n d e r U V l i g h t , w h i c h r e q u i r e s e l e c t r i c i t y .
x i . Se n s i t i v i t y
T h e t e r m s e n s i t i v i t y r e f e r s t o t h e l o w e r d e t e c t i o n l im i t o f t h e m e t h o d (N a t i o n a l
R e s e a r c h C o u n c i l o f t h e N a t i o n a l A c a d e m i e s , 2 0 0 4 ) S e n s i t i v i t y c a n b e a f f e c t e d b y
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s a m p l e v o l u m e o f t h e m e t h o d P e t r i fi lm i s a r g u a b l y t h e l e a s t s e n s i t i v e m e th o d o f t h e fi v e
d i s c u s s e d h e r e . T h e t e s t p e r m i t s o n l y a I m L s a m p l e v o l u m e ; t h e r e f o r e , f o r s a m p l e s w i t h
l o w e r l e v e l s o f E c o l i
,
t h e I m L s a m p l e v o l u m e w i l l n o t c o n t a i n e n o u gh E c o l i t o p r o v i d e
a c c u r a t e r e s u l t s . T h e s a m e p r o b l e m e x i s t s f o r E a s y g e l w h i c h i s l im i t e d t o I m L a n d 5m L
s a m p l e v o l u m e s C o l i l e r t m e t h o d u s e s 10 0 m L s a m p l e v o l u m e s , a n d , du e t o t h e
s e n s i t i v i t y o f M U G i n t h e m e d i a t o E . c o l i , t h e s e n s i t i v i t y o f t h e t e s t i s a r o u n d 1 C F U / 10 0
m L (I D E X X , 2 0 0 8 ) . M e m b r a n e fi l t r a t i o n m e th o d c a n b e u s e d t o fi l t e r u p t o o n e l i t e r o f
w a t e r a s l o n g a s t h e fl o w r a t e i s n
'
t s e v e r e l y h i n d e r e d , a l s o p r o v i d i n g t h e a b i l i t y t o a n a l y z e
w a t e r w i t h v e r y l o w l e v e l s o f E . c o l i p e r v o l u m e .
x i i . S p e c i fi c i t y
Sp e c i fi c i t y i s t h e a b i l i t y o f t h e t e s t t o m e a s u r e t h e t a r g e t o r g a n i s m . Su c h
i n t e r f e r e n c e c a n b e s e e n i n t h e c a s e o f f a l s e p o s i t i v e s i n w h i c h m i c r o b e s t h a t a r e n o t t h e
t a r g e t o r g a n i s m r e a c t s im i l a r l y t o t h e t a r g e t o r g a n i s m c a u s i n g a rt i f i c i a l l y i n fl a t e d r e s u l t s .
C o n v e r s e l y , i n t e r f e r i n g o r g a n i s m s c a n a l s o l im i t t h e a c c u r a t e e n u m e r a t i o n o f t h e t a r g e t
o r g a n i s m d u e t o c r o w d i n g . F o r i n s t a n c e , i f a s a m p l e i s a n a l y z e d u s i n g M I a g a r a n d th e
c o u n t f o r t h e c r e a m t o t a l c o l i f o r m c o l o n i e s i s t o o h i gh , i t c o u l d i n t e r f e r e w i t h t h e
e n u m e r a t i o n o f t h e b l u e E . c o l i c o l o n i e s .
T h e c o n d i t i o n o f t h e m a t r i x a t t h e t im e o f s a m p l i n g c a n a l s o a f f e c t s p e c i f i c i t y o f
t h e s a m p l e , w i t h t u r b i d i t y , p H , a n d s a l i n i t y o f t h e s a m p l e a l l b e i n g im p o rt a n t f a c t o r s .
M e m b r a n e fi l t r a t i o n i s p a rt i c u l a r l y s u s c e p t ib l e t o im p a i r m e n t d u e t o h i g h t u r b i d i t y w h e n
t h e p a rt i c l e s d e p o s i t o n t h e f i l t e r a n d s l o w d o w n t h e r a t e a t w h i c h th e s a m p l e p a s s e s
t h r o u g h th e fi l t e r C h e m i c a l c o n d i fi o n s o f t h e s a m p l e w a t e r i n c l u d i n g c h a r a c t e r i s fi c s s u c h
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a s p H a n d s a l i n i t y c a n a f f e c t t h e g r o w t h r a t e o f t h e o r g a n i s m , a s w e l l a s c h l o r i n e w h i c h
c a n d a m a g e m i c r o b e s w i t h o u t k i l l i n g t h e m , s u p p r e s s i n g t h e i r g r o w t h o n t h e t e s t m e d i a
a n d p r e v e n t i n g t h e i r e n u m e r a t i o n . (N a t i o n a l R e s e a r c h C o u n c i l o f t h e N a t i o n a l
A c a d e m i e s , 2 0 0 4 ) B o t h C o l i l e r t a n d m e m b r a n e fi l t r a t i o n a r e w e l l s t u d i e d a n d b o th h a v e
b e e n f o u n d t o h a v e v e r y s a t i s f a c t o r y s p e c i f i c i t y (B r e n n e r , R a n k in , S i v a g a n e s a n , &
Sc a r p i n o , 1 9 9 6 ; B u c k a l e w e t a l , 2 0 0 6 ) . T h e s a m e c a n n o t b e s a i d f o r a l l m e t h o d s ,
h o w e v e r .
A s t u d y b y t h e U SD A w h i c h f o c u s e d o n t h e p e r f o r m a n c e o f E a s y g e l i n a v a r i e t y
o f w a t e r s o u r c e s f o u n d th a t
,
w h e n t h e s p e c i fi c i t y o f t h e t e s t w a s a s s e s s e d v i a e v a l u a t i o n
o f p r e s u m e d E c o l i c o l o n i e s p r o d u c e d b y th e s a m p l e s , i t w a s fo u n d th a t a p p r o x im a t e l y
2 5 % o f t h e c o l o n i e s t h o u g h t t o b e E c o l i w e r e , i n f a c t , n o t (B e l t , H o h n , G b a k im a , &
H i g g i n s , 2 0 0 7 ) . T h e s a m e p r e s u m p t i v e E c o l i c o n f i r m a t i o n w a s p e r f o r m e d fo r P e t r i f i lm
a n d i t w a s f o u n d t h a t 10 0% o f c o l o n i e s t h a t p r o d u c e d b l u e c o l o r w i t h g a s p r o d u c t i o n
w e r e p o s i t i v e E c o l i i n t h e fo r m o f p i n k c o l o n i e s o n M a c C o n k e y a g a r (V a i l e t a l . , 2 0 0 3 )
G a s p r o du c t i o n a s a c o n fi r m a t o r y c h a r a c t e r i s t i c i n t h e P e t r i fi lm m e t h o d i s im p o r t a n t s i n c e
m a n y b l u e c o l o n i e s t h a t d i d n o t p r o du c e g a s w e r e f o u n d n o t t o b e E c o l i d u r i n g t h e s a m e
s t u d y .
x i i i . P r e c i s i o n
T h e t e s t m u s t n o t o n l y b e r e p e a t a b l e i n a s i n g l e l a b o r a t o r y b u t a l s o b e tw e e n
l a b o r a t o r i e s . P r e c i s i o n c a n b e a f f e c t e d b y t h e s e n s i t i v i t y a n d s p e c i fi c i t y o f t h e i n d i v i d u a l
t e s t t o b e u s e d . G e n e r a l l y t h e m o r e p r e c i s e t h e t e s t t h e b e t t e r , h o w e v e r i t i s m o r e
19
i m p o r t a n t t h a t t h e p r e c i s i o n o f t h e t e s t fi t t h e n e e d s o f t h o s e u s i n g t h e t e s t . (N a t i o n a l
R e s e a r c h C o u n c i l o f t h e N a t i o n a l A c a d e m i e s
,
2 0 04 )
C o l i l e r t m e t h o d h a s b o t h r e l a t i v e l y h i gh s e n s i t i v i t y a t 1 C F U / l OOm L a n d
s p e c i fi c i t y d u e t o t h e i m p r e s s i v e a b i l i t y o f M U G t o r e s p o n d t o E c o l i (B u c k a l e w e t a l ,
2 0 0 6 ) M e m b r a n e fi l t r a t i o n h a s a l s o b e e n s h o w n t o b e r e l a t i v e ly p r e c i s e (B r e n n e r e t a l . ,
19 9 3 ) . P e t r i fi lm c a n o n l y a c c o m m o d a t e a l o w s a m p l e v o l u m e w h i c h l im i t s i t s s e n s i t i v i t y
a n d a f f e c t s i t s p r e c i s i o n , h o w e v e r t h e s p e c i fi c i t y o f t h e t e s t i s r a t h e r h i gh (V a i l e t a l ,
2 0 0 3 ) . T h e s e c h a r a c t e r i s t i c s s h o w th a t P e t r i fi lm h a s t h e p o t e n t i a l t o b e p r e c i s e e s p e c i a l l y
w i t h h i g h l y c o n t a m i n a t e d w a t e r s a m p l e s . T h e r e a r e f e w s t u d i e s o n P e t r i fi lm s t u d y i n g i t s
p r e c i s i o n i n a s s e s s i n g d r i n k i n g w a t e r , h o w e v e r s i n c e i t i s n o r m a l l y u s e d f o r E c o l i
a s s e s s m e n t in f o o d . T h e p r e c i s i o n o f E a s y g e l i s a l s o a f f e c t e d b y i t s a p p a r e n t l o w
s p e c i f i c i t y (B e l t e t a l , 2 0 0 7 ) . I t s s e n s i t i v i t y i s c o m p a r a b l e w i t h P e t r i fi lm , h o w e v e r , s i n c e
i t c a n a c c o m m o d a t e s im i l a r s a m p l e v o l u m e s . T a k i n g b o t h f a c t o r s i n t o a c c o u n t , t h e
p r e c i s i o n o f E a s y g e l m a y b e s o m e w h a t l e s s t h a n t h a t o f P e t r i fi lm .
x i v . P r e s e n c e / A b s e n c e
A p r e s e n c e a b s e n c e t e s t w o u l d b e v e r y u s e f u l i n t h e fi e l d i f t h e t e s t i s s e n s i t i v e
a n d t h e s i t u a t i o n o n l y r e qu i r e d a y e s o r n o d e t e r m i n a t i o n a s t o t h e p r e s e n c e o f i n d i c a t o r
b a c t e r i a I f a p r e c i s e m e a s u r e m e n t i s r e q u i r e d a s t o b e c o m p a r e d w i t h a t h r e s h o l d v a l u e , a
m o r e q u a n t i t a t i v e m e t h o d s u c h a s a c o l o n y - c o u n t m e t h o d o r a l e s s p r e c i s e b u t e q u a l l y
u s e f u l m e th o d s u c h a s M P N w o u l d b e a p p r o p r i a t e . P e t r i fi lm , E a s y g e l , a n d M e m b r a n e
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c . S u m m a r y
T h e l i t e r a t u r e r e v i e w h a s a d d r e s s e d m a n y c r it e r i a i m p o r t a n t i n c h o o s i n g t h e
a p p r o p r i a t e m i c r o b i o l o g i c a l d r in k i n g w a t e r t e s t f o r a g i v e n s i t u a t i o n . N o n e o f t h e
m e th o d s d i s c u s s e d i s a p p r o p r i a t e f o r a l l a s s e s s m e n t s i t u a t i o n s . E a c h m e th o d h a s i t s o w n
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t e s t t o b e u s e d m u s t b e d e c i d e d o n a c a s e - b y - c a s e b a s i s .
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3 . M a t e ri a l s a n d M e t h o d s
a . E s c h e r i c h i a , c o l i s t r a i n s r e c e i v e d f r o m M SU
A t o t a l o f 3 5 E s c h e r i c h i a c o l i (E c o l i ) s t r a i n s i s o l a t e d f r o m a v a r i e t y o f s o u r c e s w e r e
g r a c i o u s l y p r o v i d e d by M i c h i g a n S t a t e U n i v e r s i t y P r o f e s s o r T o m Wh i t t a m . S e v e r a l o f
t h e s e s t r a i n s a r e i n c l u d e d i n a s e t o f 7 2 r e f e r e n c e s t r a i n s c h a r a c t e r i z e d b y O c hm a n a n d
Se l a n d e r (O c hm a n & Se l a n d e r , 1 9 8 4 ) t i t l e d t h e E s c h e r i c h i a c o l i R e fe r e n c e C o l l e c t i o n
(E C O R ) O f t h e s t r a i n s p r o v i d e d b y D r . W h i t t a m , t h o s e i n c l u d e d i n t h i s s t u dy a r e
d e t a i l e d i n t h e t a b l e b e l o w .
T a b l e 3 . E . c o l i s t r a i n s i n c l u d e d i n t h e s t u d y
A c c e s s i o n # St r a i n # H o s t
T W 1 15 6 6 M T 2 a E n v i r o n m e n t a l
T WO 2 0 6 6 E C O R 67 G o a t
T W0 3 2 8 3 E C O R 2 0 St e e r
T W 0 4 5 7 6 R O - 9 C h i c k e n
T W0 7 3 34 93 1 10 7 Se a gu l l
E c o l i B L a b o r a t o r y
b . P r e p a r a t i o n o f P u r e a n d C l o n a l St o c k s
i . P u r e St o c k p r e p a r a t i o n
St e r i l e t r y p t i c s o y b r o t h w a s p l a c e d i n t h e a g a r s t a b r e c e i v e d f r o m M SU a n d t h e
s t ab w a s s c r a p e d t o r e l e a s e t h e b a c t e r i a i n t o t h e T SB . T h e T SB / c u l t u r e s o l u t i o n w a s
c a p t u r e d a n d a l i q u o t s c o n s i s t i n g o f 2 0 % g l y c e r o l , 3 0 % P B S , a n d 5 0 % E . c o l i / T S B
s o l u t i o n w e r e c r e a t e d a n d p l a c e d i n t o 1 m L s c r e w - c a p St a r s t e d t t u b e s . T h e t u b e s w e r e
s t o r e d a t - 8 0 ° C T h i s w a s r e p e a t e d f o r e a c h s t r a i n r e c e i v e d f r o m t h e M SU c o l l e c t i o n .
i i . C l o n a l S t o c k p r e p a r a t i o n
B a c t e r i a l g r o w t h w a s a s e p t i c a l l y r e m o v e d f r o m th e s t a b a n d s t r e a k e d o n t o B i o -
R a d RA P I D E c o l i T ^ ^ a g a r i n t r i p l i c a t e . T h e m e th o d w a s r e p e a t e d f o r e a c h s t r a i n
r e c e i v e d f r o m M SU . I n a d d i t i o n , g r o w t h w a s r e m o v e d f r o m th e s t a b u s i n g a s t e r i l e
w o o d e n s t i c k a n d i n o c u l a t e d i n t o 5 m L o f T SB . T h i s c u l t u r e w a s p r e p a r e d t o p r o v i d e a
s o u r c e o f t h e E c o l i s t r a i n i n t h e e v e n t t h a t a n i s o l a t e d c o l o n y c o u l d n o t b e r e c o v e r e d
d u r i n g th e i n i t i a l s t r e a k i n g . A l l b r o t h c u l t u r e s a n d B i o - R a d R A P I D E c o l i 2 ^ ^ a g a r p l a t e s
w e r e i n c u b a t e d a t 3 7 ° C f o r 2 4 h o u r s .
A f t e r i n c u b a t i o n
,
a n i s o l a t e d c o l o n y w a s i d e n t i f i e d o n o n e o f t h e t h r e e p l a t e s , a n d
w a s r e m o v e d a n d i n o c u l a t e d i n t o T S B T h i s w a s p l a c e d o n a s h a k e r a t 3 5
° C f o r 2 4 h o u r s
A f t e r i n c u b a t i o n
,
t h e T S B /£
'
c o l i s o l u t i o n w a s r e m o v e d a n d a l i q u o t s c o n s i s t i n g o f 2 0 %
g l y c e r o l , 3 0% P B S, a n d 5 0% E . c o l i / T SB s o l u t i o n w e r e c r e a t e d a n d d i s t r ib u t e d i n t o I m L
f l i p - t o p t u b e s a n d s t o r e d a t - 80
° C .
i i i
. W o r k i n g S t o c k p r e p a r a t i o n
T o p r e p a r e a w o r k i n g s t o c k , a p o r t i o n o f t h e f r o z e n c l o n a l s t o c k w a s s t r e a k e d o n t o
B i o - R a d R A P ID E c o l i 2 ^ ^ a g a r i n t r i p l i c a t e a n d i n c u b a t e d a t 3 5
° C f o r 2 4 h o u r s . A ft e r
i n c u b a t i o n , a n i s o l a t e d c o l o n y w a s r e m o v e d f r o m o n e o f t h e t h r e e p l a t e s a n d p l a c e d i n t o
T SB a n d g r o w n f o r 2 4 h o u r s o n a s h a k e r a t 3 5
° C . A f t e r i n c u b a t i o n , a l i q u o t s c o n s i s t i n g o f
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2 0% g l y c e r o l , 3 0% P B S , a n d 5 0% E c o l i /T SB s o lu t i o n w e r e c r e a t e d a n d d i s t r i b u t e d i n t o
I m L f l ip - t o p t u b e s a n d s t o r e d a t - 8 0
°
C
c . E . c o l i P u r e C u l t u r e P r e p a r a t i o n
A s i n g l e E c o l i s t r a i n w a s u s e d f o r e a c h e x p e r i m e n t A p o r t i o n o f f r o z e n E . c o l i s t o c k
s t o r e d i n a - 80 ° C f r e e z e r a n d w a s i n o c u l a t e d i n t o 3 0 m L s t e r i l e t r y p t i c s o y b r o t h (T SB ) .
T h e c u l t u r e w a s p l a c e d o n a s h a k e r t o i n c u b a t e a t 3 5
° C f o r 19 - 2 4 h o u r s T h e n
,
O. l m L o f
t h e c u l t u r e w a s d i s p e n s e d i n t o 30 m L o f s t e r i l e T SB a n d i n c u b a t e d w i th s h a k i n g a t 3 5
° C
f o r 1 . 5 - 2 . 0 h o u r s t o a l l o w t h e c u l t u r e t o r e a c h l o g - p h a s e g r o w th . T h e o p t i c a l d e n s i t y (O D )
a b s o r b a n c e o f t h e c u l t u r e w a s t h e n m e a s u r e d a t 5 2 0 n m a n d i f f o u n d t o b e b e t w e e n 0 . 1 - 0 . 4
O D , t h e c u l t u r e w a s p l a c e d o n i c e . T h e c o n c e n t r a t i o n w a s t h e n a s s e s s e d v i a s p r e a d -
p l a t i n g o n t o T S A a g a r a n d , i n s o m e c a s e s , v i a m e m b r a n e f i l t r a t i o n o n t o B i o - R a d R A P I D
E c o l i l
'
^ ^ a g a r . T h e p l a t e s w e r e in c u b a t e d a t 3 5
" ^C f o r 24 h o u r s . T h e l o g - p h a s e c u l t u r e
w a s s t o r e d a t 4
°
C o v e r n i g h t
B a s e d o n t h e c o u n t s o n T S A a n d / o r B i o - R a d R A P I D E c o l i T ^ ^ a g a r , t h e
c o n c e n t r a t i o n o f v i a b l e E c o l i i n t h e c u l t u r e w a s c a l c u l a t e d T h i s c o n c e n t r a t i o n w a s t h e n
u s e d t o c a l c u l a t e t h e a m o u n t o f c u l t u r e (d i l u t e d) t o b e a d d e d t o n a t u r a l w a t e r t o c r e a t e t h e
w a t e r w i t h t h e d e s i r e d E . c o l i c o n c e n t r a t i o n t o b e u s e d in t h e e x p e r i m e n t . T w o b a t c h e s o f
w a t e r w e r e c r e a t e d fo r t h e e x p e r im e n t s d u e t o v o l u m e l im i t a t i o n s o f t h e 3M
^ '^
P e t r i f i lm ^ M ^g g ) . q ^ q ^ ^ ^ c o n c e n t r a t i o n o f 1 0 c o l o n y - f o r m i n g u n i t s (C PU ) p e r m i l l i l it e r
(m L ) , a n d a n o t h e r a t 10 0 C F U / mL .
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d . S e w a g e
Pr im a r y e f f l u e n t w a s g a t h e r e d f r o m t h e O r a n g e C o u n t y W a t e r a n d Se w e r A u t h o r i t y
(OWA SA ) l o c a t e d i n C h a p e l H i l l , N o r t h C a r o l i n a t h e d a y p r i o r t o t h e e x p e r im e n t i t w a s
u s e d . Im m e d i a t e l y a f t e r c o l l e c t i o n , t h e c o n c e n t r a t i o n o f E . c o l i i n t h e s e w a g e w a s
d e t e r m i n e d v i a m e m br a n e f i l t r a t i o n o n t o B i o - R a d R A P I D E c o l i 2 ^ ^ a g a r a n d i n c u b a t i n g
o v e r n i g h t a t 3 5
° C . T h e c o n c e n t r a t i o n w a s u s e d c a l c u l a t e t h e a m o u n t o f s e w a g e t o b e
a d d e d t o t h e s a m p l e w a t e r t o r e a c h t h e d e s i r e d c o n c e n t r a t i o n .
e . P r e p a r a t i o n o f S a m p l e W a t e r
U n t r e a t e d l o c a l s u r f a c e w a t e r w a s t h e s o u r c e o f t h e n a t u r a l w a t e r u s e d d u r i n g a l l
e x p e r im e n t s . T h i s w a s c o l l e c t e d f r o m t h e OWA SA dr i n k i n g w a t e r t r e a tm e n t (C a r r b o r o ,
N C ); d e p e n d i n g u p o n a v a i l a b i l i t y , t h e w a t e r w a s f r o m e i t h e r U n i v e r s i t y L a k e o r C a n e
C r e e k dr i n k i n g w a t e r r e s e r v o i r s . T w o b a t c h e s o f s a m p l e w a t e r w a s p r e p a r e d th e d a y o f
e a c h e x p e r i m e n t : a b a t c h o f w a t e r w i t h a n E c o l i c o n c e n t r a t i o n o f 10 0 CF U /m L f o r t h e
p e r f o r m a n c e o f SM ' ' ' ^ P e t r i f i lm T M a n d a b a t c h th a t w a s s e r i a l l y d i l u t e d f r o m t h e o r i g i n a l
b a t c h t o a c h i e v e a n E c o l i c o n c e n t r a t i o n o f 10 C F U / m L f o r a l l o t h e r m e t h o d s .
P r i o r t o p r e p a r a t i o n o f s a m p l e w a t e r , t h e w a t e r w a s a l l o w e d t o r e a c h r o o m
t e m p e r a t u r e . L o g - p h a s e E . c o l i c u l t u r e w a s d i l u t e d a c c o r d i n g l y a n d t h e p r e v i o u s l y -
c a l c u l a t e d a m o u n t w a s a d d e d t o n a t u r a l w a t e r t o c r e a t e a c o n c e n t r a t i o n o f 10 0 C FU / m L .
A f t e r 15 m i n u t e s o f m i x i n g , a p o r t i o n o f t h i s w a t e r w a s d i l u t e d i n n a t u r a l w a t e r c r e a t i n g
a n E . c o l i c o n c e n t r a t i o n o f 1 0 C F U / m L .
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f
.
E n u m e r a t i o n o f E . c o l i i n T e s t W a t e r
F i v e m e t h o d s w e r e u s e d t o e n u m e r a t e E c o l i i n t h e s a m p l e w a t e r : M e m b r a n e
fi lt r a t i o n o n t o B D M I a g a r a n d B i o - R a d R A PI D E c o l i 2 ™ a g a r , I D E X X C o l i l e r t ® ,
3 JVI T M P e t r i fi l m T M
^
a n d C o l i s c a n T M E a s y g e l ® A l i s t o f a l l m e d i a , t e m p e r a t u r e s , a n d
s t r a i n s a r e p r o v i d e d i n T a b l e 4 .
E c o l i c o n c e n t r a t i o n s f o r t h e c o l o n y c o u n t m e t h o d s w e r e c a l c u l a t e d a s d e s c r i b e d i n
U S E P A M e t h o d 16 0 4 (U n i t e d St a t e s E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y , 2 0 0 2 ) b y
c o u n t in g t h e c o l o n i e s v i s i b l e o n e a c h s a m p l e , c o m b i n i n g th e v a l u e s f o r a l l t r i p l i c a t e s a n d
d i lu t i o n s p e r f o r m e d f o r t h e t e m p e r a t u r e a n d m e t h o d , t h e n d i v i d i n g t h a t n u m b e r b y t h e
t o t a l s a m p l e v o l u m e a n a l y z e d f o r t h o s e s a m p l e s . C o n c e n t r a t i o n s f o r t h e M P N m e t h o d
(C o l i l e r t ) w e r e c a l c u l a t e d b y f i r s t q u a n t i fy i n g t h e y e l l o w a n d f l u o r e s c e n t w e l l s o n e a c h
t r a y , t h e n r e f e r e n c in g a n M P N i n d e x t h a t g a v e t h e c o r r e s p o n d i n g M PN / m L f o r t h o s e
v a l u e s .
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T a b l e 4 . M e t h o d s
,
E . c o l i s t r a i n s
,
a n d i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s i n c l u d e d i n t h i s
s t u d y
M e d i u m /M e t h o d F o r m a t E . c o l i S t r a i n s
T e s t e d ; A l l
M e d i a / M e t h o d s a t
A l l T e m p e r a t u r e s
T e m p e r a t u r e (C )
T e s t e d ; A i l
M e d i a /M e t h o d s
,
a l l
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R A P ID E c o l i
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B D
M I a g a r
I D E X X
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B r o t h C u l t u r e i n M u l t i -
w e l l T r a y ; M o s t
P r o b a b l e N u m b e r
Qu a n t i f i c a t i o n
G e l M e d i u m i n Se l f -
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"
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i . M e m b r a n e F i l t r a t i o n
M e m b r a n e f i l t r a t i o n w a s p e r f o r m e d a c c o r d i n g t o
"
M e t h o d 1 6 04 : T o t a l C o l i f o r m s
a n d E s c h e r i c h i a c o l i i n W a t e r b y M e m b r a n e F i l t r a t i o n U s i n g a S im u l t a n e o u s D e t e c t i o n
T e c hn i q u e (M I M e d i u m )
"
(U n i t e d St a t e s E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y , 2 0 0 2 ) .
M e m b r a n e fi l t r a t i o n w a s p e r f o r m e d f o r v a r i o u s v o l u m e s , d e p e n d i n g o n i n c u b a t i o n
t e m p e r a t u r e : 1 , 1 0 , a n d 50 m L s a m p l e v o l u m e s . P e p t o n e b u f f e r e d s a l i n e o r 0 . 1% p e p t o n e
w a t e r w a s u s e d a s a d i l u e n t f o r t h e d i l u t i o n s a s w e l l a s t o r i n s e t h e fi l t e r b a s e / f u n n e l
b e t w e e n s a m p l e s .
T w o a g a r s w e r e e v a l u a t e d v i a m e m b r a n e fi l t r a t i o n : B D M I a g a r a n d B i o - R a d
R a p i d E c o l i 2 a g a r . B D M I a g a r c o n t a i n s t h e c h r o m a g e n I n d o x y l - 13- D - G l u c u r o n i d e o n
w h i c h E c o l i c o l o n i e s a r e b l u e w i t h a b l a c k c e n t e r u p o n i n c u b a t i o n I t a l s o c o n t a i n s t he
fl u o r o g e n 4 - M e t h y l u m b e l l i f e r y l - B - D - G a l a c t o p y r a n o s i d e (M U G a l ) , w h i c h c a u s e s t h e
E c o l i c o l o n y t o a l s o f lu o r e s c e u n d e r l o n g w a v e U V l i g h t B i o - R a d R A P I D E c o l i 2
^ ^
a g a r c o n t a i n s tw o (2 ) c h r o m a g e n s . F e c a l c o l i f o r m s p r o d u c e c o l o n i e s w i t h a b l u e / g r e e n
c o l o r a n d E . c o l i c o l o n i e s a r e p u r p l e u p o n i n c u b a t i o n . F o r b o t h B D M I a g a r a n d B i o
- R a d
R A P ID E c o l i 2 ^ ^ a g a r s a m p l e s , a E . c o l i c o l o n y w a s c o u n t e d 2 4 , 4 8 a n d 12 0 h o u r s .
a . I D E X X C o l i l e r t ®
T h e I D E X X Co l i l e r t ® m e th o d c o n s i s t s o f 12 0 m L b o t t l e s , p a c k e t s o f ID E X X
Co l i l e r t ® m e d i a , Qu a n t i t r a y s , a n d a Qu a n t i t r a y s e a l e r . T w o s a m p l e v o l u m e s w e r e
p e r f o r m e d d u r i n g e a c h e x p e r im e n t : 10 m L s a m p l e v o l u m e a s w e l l a s 10 0 m L s a m p l e
v o lu m e . D I w a t e r w a s u s e d a s t h e d i l u e n t f o r t h e l Om L s a m p l e s . T h e s a m p l e s w e r e
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p e r f o r m e d a c c o r d i n g t o s t a n d a r d p r o c e d u r e s f o r I D E X X C o l i l e r t ® . W e l l s t h a t t u r n e d
y e l l o w w e r e e n u m e r a t e d a n d th e n t h e t r a y w a s t h e n v i e w e d u n d e r l o n g w a v e U V l i g h t .
B i g a n d s m a l l w e l l s s h o w i n g fl u o r e s c e n c e u n d e r U V l i g h t w e r e c o u n t e d a s E c o l i . T h i s
p r o c e s s w a s r e p e a t e d a t 4 8 a n d 12 0 h o u r s .
H i . 3M T M P e t r i f i l m T w
T h e SM J ' ^ P e t r i f i l m ^ ' ^ m e t h o d c o n s i s t s o f a c a r d w i t h a fi l m o n t o p , a p l a s t i c
d e v i c e . T o i n o c u l a t e t h e P e t r i f i lm c a r d
,
t h e fi lm w a s r a i s e d
,
a n d 1 m L o f s a m p l e w a t e r
w i t h E . c o l i c o n c e n t r a t i o n o f 10 0 C F U / m L w a s p i p e t t e d i n t o t h e c e n t e r o f t h e c a r d . T h e
fi l m w a s s l o w l y l o w e r e d a n d t h e p l a s t i c d e v i c e w a s p l a c e d o n t o p o f t h e fi l m a n d c a r d t o
d i s p e r s e t h e u n d e r l y i n g s a m p l e fl u i d e v e n l y a c r o s s t h e c a r d . T h e c a r d s w e r e t h e n
i n c u b a t e d . A f t e r 2 4 h o u r s i n c u b a t i o n , t h e b l u e c o l o n i e s w i t h a t t a c h e d g a s b u b b l e s
i n d i c a t i v e o f E c o l i w e r e c o u n t e d a n d r e c o r d e d a t t h e b o t t o m o f t h e c a r d . So m e b l u e
c o l o n i e s d i d n o t h a v e a b u b b l e a t t a c h e d t o t h e m . T h e p r o c e s s w a s r e p e a t e d a t 4 8 a n d 12 0
h o u r s i n c u b a t i o n .
i v . C o l i s c a n T M E a s y g e l ®
T h e C o l i s c a n ^ '^ E a s y g e l® m e t h o d i s a p o u r - p l a t e m e t h o d t h a t i n c l u d e s t h r e e
r e q u i r e d e l e m e n t s : a p r e - t r e a t e d p e t r i d i s h , a b o t t l e o f m e d i a , a n d s a m p l e w a t e r . T h e
m e d i a i s s t o r e d a t - 2 0 ° C u n t i l u s e . T h e m e d i a w a s p l a c e d a t 4
° C o v e r n i g h t a n d t h e n
a l l o w e d t o r e a c h r o o m t e m p e r a t u r e p r i o r t o u s e . T o i n o c u l a t e t h e m e d i a , 5 m L o f t e s t
w a t e r w a s a d d e d t o t h e m e d i a a n d t h e n p o u r e d i n t o t h e p r e - t r e a t e d p e t r i d i s h . A f t e r 2 4
h o u r s o f i n c u b a t i o n
,
b l u e a n d p u r p l e c o l o n i e s p r e s u m e d t o b e E c o l i w e r e e n u m e r a t e d .
T h i s w a s r e p e a t e d a f t e r 4 8 a n d 12 0 h o u r s i n c u b a t i o n .
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g . D a t a A n a l y s i s
T h e c o n c e n t r a t i o n o f £
■
c o l i w a s d e t e rm i n e d b y c o m b i n i n g t h e c o l o n y - f o r m i n g
u n i t s f o r e a c h m e t h o d w e r e c o m b i n e d (b y t e m p e r a t u r e ) a n d 1 d i v i d e d b y t h e t o t a l v o l u m e
o f s a m p l e a n a l y z e d f o r t h o s e s a m p l e s S a m p l e s t h a t p r o d u c e d r e s u l t s t o o h i g h t o
e n u m e r a t e C P U s a c c u r a t e l y r e c o r d w e r e g i v e n t h e v a l u e o f t o o n u m e r o u s t o c o u n t
(T N T C ) .
A l l T N T C v a l u e s w e r e r e p l a c e d w it h a v a l u e t h a t w a s r e p l a c e d w i t h a v a l u e t h a t
w a s 10 % h i g h e r t h a n t h e m a x im u m c o u n t o b s e r v e d f o r e a c h m e t h o d . T h e s e w a g e
e x p e r im e n t s w e r e t h e o n l y e x p e r im e n t s t h a t c o n t a i n e d T N T C v a l u e s W i t h i n t h e s e
e x p e r im e n t s , t h e f o l l o w i n g m e t h o d s c o n t a i n e d T N T C v a l u e s : E a s y g e l , P e t r i fi l m , a n d M I
a g a r T a b l e 5 b e l o w d e s c r i b e s t h e v a l u e s u s e d w h e n s a m p l e s w e r e T N T C .
T a b l e 5 . D e t a i l s o f a d j u s t m e n t o f T N T C v a l u e s
M e t h o d
S e w a g e
E x p e r i m e n t s
I n v o l v e d (A - C )
N u m b e r o f
Su b s t i t u t i o n s
M a x i m u m
V a l u e
F i n a l V a l u e
E a s y g e l A 2 4 2 6 . 4
P e t r i fi l m C 7 7
M e m b r a n e
F i l t r a t i o n - M I a g a r
C 2 6 0 9 2 8 . 7
Th e f o l l o w i n g e x p e r i m e n t s h a d s o m e m i s s i n g v a l u e s : Se w a g e E x p e r im e n t C (o f
e x p e r im e n t s A - C ) a n d E x p e r im e n t s B a n d C (o f e x p e r im e n t s A - D ) f o r S t r a i n T W0 32 83 .
F a c t o r s t h a t l e d t o t h e m i s s i n g v a l u e s i n c l u d e a n e q u i p m e n t m a l f u n c t i o n a n d im p r o p e r
r e c o r d i n g o f d a t a . Si n c e t h e s e g a p s i n t h e d a t a c o u l d h a v e a n e f f e c t o n t h e r e s u l t s o f t h e
d a t a a n a l y s i s , t h e s t a t i s t i c a l a n a ly s i s w a s r u n w i t h a n d w i t h o u t t h e s e e x p e r i m e n t s .
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T h e d a t a w a s a n a l y z e d t o u n d e r s t a n d d i f f e r e n c e s b e t w e e n m e t h o d , i n c u b a t i o n
p e r i o d a n d i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e . A l l a n a l y s e s w e r e c o m p l e t e d u s i n g S A S s t a t i s t i c a l
s o f t w a r e ; a s u m m a r y o f a n a l y s e s p e r f o r m e d u s i n g t h e s o f t w a r e i s p r o v i d e d i n T a b l e 6 .
T a b l e 6 . S u m m a r y o f D a t a A n a l y s i s P e r f o r m e d - B y V a r i a b l e
V a r i a b l e Q u e s t i o n A c t i o n S t a t i s t i c a l
A n a l y s i s
M e t h o d D o a l l c u l t i v a t i o n m e t h o d s
p r o d u c e s im i l a r
c o n c e n t r a t i o n s ? D o e s o n e
m e t h o d ( i r r e s p e c t i v e o f
t e m p e r a t u r e / s t r a i n )
p r o du c e h i g h e r
c o n c e n t r a t i o n s t h a n o t h e r
m e th o d s ?
C o m p a r e d p a i r w i s e d i f f e r e n c e s
f o r e a c h m e t h o d a t a g i v e n t i m e .
M e d i a n di f f e r e n c e s a m o n g a l l
t h r e e i n c u b a t i o n t im e s w e r e t h e n
c o m p a r e d f o r e a c h p a i r w i s e
c o m b i n a t i o n ( 10 ) .
W i l c o x o n S i g n
R a n k t e s t
T e m p e r a t u r e T e s t t h a t a l l i n c u b a t i o n
t e m p e r a t u r e s p r o v i d e d
e qu a l g r o w th w h e n
c o m p a r e d b y i n c u b a t i o n
t i m e (i r r e s p e c t i v e o f s t r a i n
o r m e di a ) .
C o m p a r e d c o u n t s a n d d i f f e r e n c e s
b e tw e e n i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e
w i t h i n e a c h m e th o d
K r u s k a l - W a l l i s t e s t
C o m p i l e d t h e v a l u e s f o r e a c h
m e t h o d a t e a c h i n c u b a t i o n p e r i o d
K r u s k a l - W a l l i s t e s t
I n c u b a t i o n
P e r i o d
D o t h e c o n c e n t r a t i o n s v a r y
a c c o r d i n g t o i n c u b a t i o n
p e r i o d s ?
C o m p a r e d m e d i a n p a i r w i s e
d i f f e r e n c e s f o r e a c h i n c u b a t i o n
p e r i o d f o r e a c h m e d i u m .
W i l c o x o n s i g n r a n k
t e s t
T a k e m e d i a n o f a l l 5 v a l u e s f o r a
g i v e n t im e c o m p a r i s o n .
W i l c o x o n s i g n r a n k
t e s t .
i . S t a t i s t i c a l A n a l y s i s A c c o r d i n g t o M e t h o d
St a t i s t i c a l a n a l y s i s v i a SA S s o f t w a r e w a s u s e d t o d e t e r m i n e i f t h e m e t h o d s
p r o d u c e t h e s a m e o r s im i l a r c o n c e n t r a t i o n s I n s u m m a r y , p a i r - w i s e d i f f e r e n c e s w e r e
t a k e n b e tw e e n t h e m e th o d s a t e a c h i n c u b a t i o n t im e a n d t e m p e r a t u r e w i t h i n e a c h
e x p e r im e n t . F o r e x a m p l e , t h e c o n c e n t r a t i o n o n B i o R a d a t 2 4
- M I a t 2 4 w a s c a l c u l a t e d
B i o R a d 4 8- M I 4 8
,
e t c . . T h e n , f o r e a c h o f t h e c o m p a r i s o n s , t h e m e d i a n o f t h e v a l u e s a c r o s s
i n c u b a t i o n t im e s (i . e . t h e m e d i a n o f t h e t h r e e (3 ) B i o R a d 2 4 - M I 24 , B i o R a d 4 8 - M I 4 8 ,
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B i o R a d 12 0 - M I 12 0 v a l u e s ) w a s c a l c u l a t e d A W i l c o x o n s i g n e d r a n k t e s t w a s c o m p u t e d
f o r t h e s e v a l u e s . A W i l c o x o n s i g n e d - r a n k t e s t i s a n o n - p a r a m e t r i c m e t h o d f o r t h e c a s e o f
t w o r e l a t e d s a m p l e s o r r e p e a t e d m e a s u r e m e n t s o n a s in g l e s a m p l e . I t d o e s n o t a s s u m e a
n o r m a l d i s t r i b u t i o n a n d i s u s e d w h e n c o m p a r in g t w o s a m p l e s , i n t h i s c a s e , t w o m e t h o d s
i i . St a t i s t i c a l A n a l y s i s A c c o r d i n g t o T e m p e r a t u r e
T o t e s t t h e n u l l h y p o t h e s i s t h a t a l l i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s p r o d u c e t h e s a m e o r
s im i l a r r e s u l t s
,
a K r u s k a l - W a l l i s t e s t w a s p e r f o r m e d . F o r t h i s t e s t , t h e m e d i a n o f a l l t h r e e
i n c u b a t i o n p e r i o d s w i t h i n e a c h m e t h o d w a s c a l c u l a t e d , a n d a K r u s k a l - W a l l i s t e s t w a s
c o m p u t e d fo r d i f f e r e n c e s i n a l l t e m p e r a t u r e s . T h e K r u s k a l - W a l l i s i s a o n e - w a y a n a l y s i s
o f v a r i a n c e by r a n k s . I t i s a n o n p a r a m e t r i c a n a l y s i s m e t h o d a n d w a s c h o s e n b e c a u s e i t
d o e s n o t a s s u m e t h e d a t a a r e n o r m a l l y d i s t r i b u t e d . F u r t h e r m o r e , i t i s u s e d t o c o m p a r e
m o r e t h a n t w o s a m p l e s , w h i c h i s n e c e s s a r y i n c o m p a r i n g t h e s i x t e m p e r a t u r e s . T h e v a l u e s
f o r e a c h m e t h o d a t e a c h in c u b a t i o n p e r i o d w e r e a l s o c o m p i l e d a n d a K r u s k a l - W a l l i s t e s t
w a s a g a i n c o m p u t e d a t a l l t e m p e r a t u r e s .
i i i . S t a t i s t i c a l A n a l y s i s A c c o r d i n g t o I n c u b a t i o n T i m e
P a i r w i s e d i f f e r e n c e s w e r e c a l c u l a t e d b e tw e e n d i f f e r e n t i n c u b a t i o n t im e s w i t h i n a
g i v e n m e t h o d (i . e . B i o R a d 2 4 - B i o R a d 4 8 , B i o R a d 4 8 - 1 2 0 , B i o R a d 24 - B i o R a d 12 0 ) . A
W i l c o x o n S i g n R a n k t e s t w a s c o m p u t e d fo r t h e s e p a ir - w i s e d i f f e r e n c e s .
F o r a l l o f t h e s t a t i s t i c a l a n a l y s e s a n d t e s t s p e r f o r m e d , a p - v a l u e o f < 0 . 0 5 i n d i c a t e d a
s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t t e s t r e s u l t .
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4 . R e s u l t s
T h e r e s u l t s o f a l l e x p e r im e n t s i n w h i c h d i f f e r e n t m e t h o d s w e r e c o m p a r e d f o r
q u a n t i fy i n g 6 s t r a i n s o f E c o l i a t a l l i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s a n d t im e s t e s t e d a r e
p r e s e n t e d i n t h i s s e c t i o n A s e v e n t h s t r a i n w a s i n c l u d e d , h o w e v e r , St r a i n T WO 2 0 6 6
i s o l a t e d f r o m a g o a t w a s n o t a b l e t o b e a c c u r a t e l y m e a s u r e d o n a n y o f t h e m e t h o d s a n d
t h e r e fo r e w a s n o t a b l e t o b e u s e d i n t h e p r e p a r a t i o n o f t h e t h e s a m p l e w a t e r f o r t e s t i n g .
E . c o l i c o n c e n t r a t i o n s f o r t h e c o l o n y c o u n t m e th o d s a n d t h e M PN m e t h o d w e r e c a l c u l a t e d
a s d e l i n e a t e d i n S e c t i o n 3 (f ) .
a . E . c o l i D e t e c t i o n i n S e e d e d W a t e r f o r a l l T e s t St r a i n s C o m b i n e d
M e a n E c o l i c o n c e n t r a t i o n a n d t h e i r s t a n d a r d d e v i a t i o n s f o r a l l m e t h o d s a r e
s u m m a r i z e d b y t e m p e r a t u r e i n F i g u r e s 1 , 2 , a n d 3 f o r i n c u b a t i o n s t i m e s o f 2 4 , 4 8 a n d 12 0
h o u r s
,
r e s p e c t i v e l y St a n d a r d d e v i a t i o n s a r e q u i t e l a r g e d u e t o v a r i a b i l i t y o f E c o l i
c o n c e n t r a t i o n s i n s e e d e d s a m p l e w a t e r s a m o n g r e p l i c a t e e x p e r im e n t s (Se e Se c t i o n 1 . 1) .
F i g u r e 1 s h o w s E . c o l i c o n c e n t r a t i o n s a t 2 0
° C t o b e m u c h l o w e r c o m p a r e d t o a l l
o t h e r i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s a f t e r 2 4 h o u r s . A t 4 8 a n d 12 0 h o u r s i n c u b a t i o n t i m e ,
h o w e v e r , E c o l i c o n c e n t r a t i o n s a t 2 0
° C a r e a p p e a r t o b e s im i l a r t o c o n c e n t r a t i o n s a t o t h e r
i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e , a s s h o w n i n F i g u r e s 2 a n d 3 . A d d i t i o n a l l y , E c o l i c o n c e n t r a t i o n s
p r o du c e d b y P e t r i f i lm a n d E a s y g e l m e th o d s a p p e a r t o b e l o w e s t o f a l l t h e m e t h o d s a c r o s s
a l l i n c u b a t i o n t im e s a n d t e m p e r a t u r e s . C o l i l e r t m e t h o d p r o d u c e d h i g h c o u n t s , i n m a n y
s i t u a t i o n s t h e h i g h e s t c o u n t s , c o m p a r e d t o t h e o t h e r m e t h o d s .
A v e r a g e C F U / m L - A l l 5 M e t h o d s -
A l l 6 T e m p e r a t u r e s - 2 4 H o u r s I n c u b a t i o n
K fl
n P e t r i fi lm
■ E a s y g e l
a B i o R a d
n C o li l e r t
m M l
2 5 3 0 3 5 4 0
In c u b a t i o n T e m p e r a t u r e s ( d e g r e e s C )
4 5
F ig u r e 1 . A v e r a g e C FU / m L - A l l Fi v e M e t h o d s - A l l S i x T e m p e r a t u r e s - 2 4 H o u r s
A v e r a g e C F U / m L - A l l 5 M e t h o d s -
A l l 6 T e m p e r a t u r e s - 4 8 H o u r s I n c u b a t i o n
3 5
3 0
2 5
2 0
1 5
1 0
5 -mmm
2 0 2 5 3 0 3 5 4 0
I n c u b a t i o n T e m p e r a t u r e s (d e g r e e s C )
□ P e t r if i lm
■ E a s y g e l
□ B i o R a d
□ C o l il e r t
a M l
F ig u r e 2 . A v e r a ge CF U / m L - A l l Fi v e M e t h o d s - A l l S i x T e m p e r a t u r e s - 4 8 Ho u r s
A v e r a g e C F U / m L - A l l 5 M e t h o d s -
A l l 6 T e m p e r a t u r e s - 1 2 0 H o u r s I n c u b a t i o n
Mi
2 5 3 0 3 5 4 0 4 5
I n c u b a t i o n T e m p e r a t u r e s (d e g r e e s C )
n P e t r if i lm
■ E a s y g e l
□ B io R a d
n C o li le rt
m M l
Fig u r e 3 . A v e r a g e C F U / m L - A l l F i v e M e t h o d s - A l l S i x T e m p e r a t u r e s - 1 2 0 H o u r s
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i
. C o m p a r i n g M e t h o d s
St a t i s t i c a l a n a l y s i s w a s p e r f o r m e d t o d e t e r m i n e i f t h e d i f f e r e n t m e t h o d s a n d
i n c u b a t i o n c o n d i t i o n s p r o d u c e d t h e s a m e o r s i m i l a r E c o l i c o n c e n t r a t i o n s S e e Se c t i o n 3
(g ) f o r d e t a i l s r e g a r d i n g m e t h o d f o r d a t a a n a l y s i s C o n d i t i o n s i n w h i c h s i g n i f i c a n t
d i f f e r e n c e s (p < 0 0 5 ) w e r e f o u n d b e t w e e n p a i r s o f m e th o d s a r e m a r k e d w i t h
" X " i n T a b l e
7 b e l o w . O f t h e 7 0 p o s s i b l e p a i r s , 4 4 o r 6 3% w e r e s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t F o r a l l t e s t
t e m p e r a t u r e s c o m b i n e d , 8 o f 10 p a i r w i s e c o m p a r i s o n s w e r e s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t , t h e
e x c e p t i o n s b e i n g E a s y g e l/ P e t r i f i lm a n d M F M l / C o l i l e r t M P N
E c o l i c o n c e n t r a t i o n s w e r e n o t s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t f o r E a s y g e l /P e t r i fi l m f o r a l l
t e m p e r a t u r e s i n d i v i du a l ly o r c o m b in e d . F i g u r e 2 i l l u s t r a t e s t h i s p o i n t , s h o w i n g t h a t
E a s y g e l a n d Pe t r i fi lm p r o du c e s im i l a r r e s u l t s a t e a c h i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e a t 4 8 h o u r s ,
m e d i a n o f t h e i n c u b a t i o n p e r i o d s . A d d i t i o n a l l y , M F M I a n d C o l i l e r t M PN w e r e n o t
s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t a t a n y i n d i v i d u a l t e m p e r a t u r e t e s t e d , e x c e p t 4 5
°
C . F i g u r e s 1
t h r o u g h 3 s h o w b o t h m e t h o d s p e r f o r m i n g s i m i l a r l y a c r o s s t e m p e r a t u r e s 2 0 - 4 0
° C
,
w i t h
c o n c e n t r a t i o n o f E c o l i d e c r e a s e d f o r C o l i l e r t a t 4 5 ° C . A l s o , d u r i n g p a r t o f t h e s t u d y , t h e
4 5 ° C i n c u b a t o r u s e d f o r p a r t o f t h e s t u d y w a s f o u n d t o b e m a l f u n c t i o n i n g a n d w a s
r e p l a c e d . T he r e f o r e , t h e a c t u a l i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e f o r s o m e o f t h e s a m p l e s c o u l d
h a v e b e e n d i f f e r e n t t h a n 4 5 ° C
,
t h u s p o s s i b l y c a u s i n g t h e d e c r e a s e d E . c o l i c o n c e n t r a t i o n s .
H o w e v e r , n o s u c h d e c r e a s e i n E . c o l i c o n c e n t r a t i o n s a t t h e i n t e n d e d 4 5
° C i n c u b a t i o n
t e m p e r a t u r e o c c u r r e d w i t h th e o t h e r m e t h o d s a l t h o u g h th e s a m e i n c u b a t o r w a s u s e d f o r
t h o s e m e t h o d s a s w e l l .
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E c o l i c o n c e n t r a t i o n s b y M F M l / P e t r i f i lm a n d M F M I /E a s y g e l w e r e s i g n i f i c a n t l y
d i f f e r e n t f o r a l l t e m p e r a t u r e s i n d i v i d u a l l y a n d c o m b i n e d , a l s o i l l u s t r a t e d i n t h e f i g u r e s
s h o w i n g t h e d i s p a r i t i e s b e t w e e n t h e p a i r i n g s o f m e t h o d s a t a l l i n c u b a t i o n t em p e r a t u r e s
a n d t i m e s
T a b l e 7 . Su m m a r y o f Si g n i f i c a n t D i f f e r e n c e s i n E . c o l i C o n c e n t r a t i o n s b e t w e e n P a i r -
w i s e C o m p a r i s o n s o f M e t l i o d s f o r A l l T e m p e r a t u r e s T e s t e d (m e d i a n d i f f e r e n c e f o r
a l l t l i r e e i n c u b a t i o n p e r i o d s )
A l l
T e m p s
2 0
° C
2 5 ° C 3 0 ° C 3 5 ° C 4 0 ° C 4 5 ° C
M F B i o R a d /
M F M I
X X X X X
M F B i o R a d /
C o l i l e r t M P N
X X X
M F B i o R a d /
P e t r i f i lm
X X X X X
M F B i o R a d /
E a s y g e l
X X X X
M F M I /
C o l i l e r t M P N
X
M F M I /
P e t r i f i lm
X X X X X X X
M F M I /
E a s y g e l
X X X X X X X
C o l i l e r t M PN /
P e t r i f i lm
X X X X X X
C o l i l e r t M PN /
E a s y g e l
X X X X X X
P e t r i f i l m /
E a s y g e l
X = Si g n i f i c a n t l y D i f f e r e n t (p < 0 . 0 5 ) v i a K r u s k a l - w a l l i s t e s t
F o r t h r e e e x p e r im e n t s , Se w a g e E x p e r im e n t C (o f e x p e r i m e n t s A - C ) a n d
T W0 3 2 8 3 E x p e r i m e n t s B a n d C (o f e x p e r i m e n t s A - D ) , E . c o l i c o u n t d a t a w e r e m i s s i n g ,
w h i c h c o u l d im p a c t t h e r e s u l t s . T h e s e e x p e r i m e n t s w e r e r e m o v e d f r o m t h e d a t a s e t a n d
t h e d a t a a n a l y s i s w a s p e r f o r m e d a g a i n (T a b l e 8) . Th e r e s u l t s f o r a l l t e m p e r a t u r e s
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c o m b i n e d a r e t h e s a m e a s p r e v i o u s l y r e p o r t e d . E c o l i c o n c e n t r a t i o n d i f f e r e n c e s b e t w e e n
M F M I a n d M F B i o R a d m e t h o d s b e c a m e n o n - s i g n i fi c a n t f o r i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s o f
2 0 a n d 30 ° C , a s d i d d i f f e r e n c e s b e t w e e n M F B i o R a d a n d P e t r i fi lm a t 3 5 ° C . T h e
h i g h l i gh t e d c e l l s i n T a b l e 8 i n d i c a t e p a i r w i s e c o m b i n a t i o n s t h a t w e r e s i g n i f i c a n t l y
d i f f e r e n t b e f o r e d a t a r e m o v a l b u t a r e n o t d i f f e r e n t a f t e r d a t a r e m o v a l .
T a b l e 8 . S u m m a r y o f S i g n i f i c a n t D i f f e r e n c e s i n E . c o l i C o n c e n t r a t i o n b e t w e e n P a i r -
w i s e C o m p a r i s o n s o f M e t l i o d s f o r a l l T e m p e r a t u r e s (m e d i a n d i f f e r e n c e f o r a l l t h r e e
i n c u b a t i o n p e r i o d s ) - E x p e r i m e n t s w i t h m i s s i n g v a l u e s r e m o v e d .
A l l
T e m p s
2 0
° C
2 5
° C 30 ° C 3 5 ° C 4 0 ° C 4 5 ° C
B i o R a d / M I X X
B i o R a d /
C o l i l e r t
X X X
B i o R a d /
P e t r i f i lm
X X X
B i o R a d /
E a s y g e l
X X X
M I / C o l i l e r t X
M I / P e t r i fi lm X X X X X X
M I / E a s y g e l X X X X X X
C o l i l e r t /
P e t r i fi lm
X X X X X X
C o l i l e r t /
E a s y g e l
X X X X X
P e t r i fi lm /
E a s y g e l
i i . I n c u b a t i o n T e m p e r a t u r e
A s s u m m a r i z e d i n F i g u r e s 1 , 2 , a n d 3 , E c o l i c o n c e n t r a t i o n s f o r m o s t m e t h o d s a t
2 0 ° C a f t e r 2 4 h o u r s a p p e a r m u c h l o w e r t h a n c o n c e n t r a t i o n s a t o t h e r t e m p e r a t u r e s a n d
t im e s . T o t e s t t h e n u l l h y p o t h e s i s t h a t a l l i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s p r o du c e d th e s a m e o r
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s im i l a r E c o l i c o n c e n t r a t i o n s
,
Se e Se c t i o n 3 (g ) fo r d e t a i l s r e g a r d i n g m e t h o d f o r d a t a
a n a ly s i s .
W h e n t h e m e d i a n d i f f e r e n c e s o f a l l t h r e e i n c u b a t i o n p e r i o d s w e r e c o m p a r e d
w i t h i n e a c h m e t h o d a c r o s s a l l t e m p e r a t u r e s , n o s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e s w e r e f o u n d (s e e
T a b l e 9 b e l o w ) N o t e t h a t t h e m e d i a n i n c u b a fi o n t im e w a s c a l c u l a t e d , w h i c h w a s t h e
v a lu e c o r r e s p o n d i n g t o t h e 4 8 h o u r ti m e p e r i o d . T h i s i s du e t o t h e f a c t t h a t i n m o s t c a s e s
t h e 2 4 h o u r a v e r a g e s w e r e l o w e r t h a n t h e 4 8 h o u r c o u n t s , a n d t h e 12 0 h o u r c o u n t s w e r e
e it h e r l a r g e r t h a n o r e q u a l t o t h e 4 8 h o u r c o u n t s . T h e l a c k o f s i gn i fi c a n t l y di f f e r e n t r e s u l t s
c o m p a r e d a c r o s s a l l t e m p e r a t u r e s i n d i c a t e s t h a t a f t e r 4 8 h o u r s i n c u b a t i o n , t h e r e i s n o
s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e i n t h e p e r f o r m a n c e o f e a c h m e t h o d a c r o s s b y t e m p e r a t u r e .
W h e n t h e d i f f e r e n c e s a c r o s s e a c h i n d i v i du a l i n c u b a t i o n t i m e w e r e c o m p a r e d
a c r o s s a l l t e m p e r a t u r e s a n d a t e a c h m e th o d , i t w a s n o t e d t h a t E c o l i c o n c e n t r a t i o n s f o r
e a c h m e t h o d a t 2 4 h o u r s i n c u b a t i o n w e r e s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t l y d i f f e r e n t H o w e v e r ,
w h e n t h e s a m p l e s i n c u b a t e d a t 2 0
° C w e r e r e m o v e d f r o m t h e d a t a s e t , t h e c o n c e n t r a t i o n s
a t 2 4 h o u r s f o r e a c h m e th o d th e d i f f e r e n c e s w e r e n o l o n g e r s i g n i fi c a n t , a s s h o w n i n t h e
h i gh l i g h t e d p o r t i o n o f T a b l e 9 b e l o w T h i s i n d i c a t e s t h a t a c r o s s a l l t e m p e r a t u r e s e x c e p t
f o r 2 0 ° C
,
t h e r e s u l t s a t e a c h m e th o d w e r e n o t s i g n i fi c a n t l y d i f f e r e n t a f t e r 2 4 h o u r s
i n c u b a t i o n . F u r t h e r m o r e
,
r e s u l t s a c r o s s a l l t e m p e r a t u r e s w e r e n o t s i g n i fi c a n t l y d i f f e r e n t
a f t e r 4 8 h o u r s a n d 12 0 h o u r s i n c u b a t i o n f o r e a c h m e t h o d .
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T a b l e 9 . K r u s k a l W a l l i s t e s t f o r d i f f e r e n c e s i n E . c o l i c o n c e n t r a t i o n s a m o n g
i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s (f o r a l l m e t h o d s , w i t h a n d w i t h o u t 2 0
" C )
M e t h o d
I n c u b a t i o n P e r i o d
(h o u r s )
p
- v a l u e
(A H t e m p e r a t u r e s )
p
- v a l u e
(2 0
° C r e m o v e d )
B i o R a d 2 4 , 4 8 , a n d 12 0 0 . 7 3 0 . 9 9
M I 2 4 , 4 8 , a n d 12 0 0 . 9 3 0 . 9 9
C o l i l e r t 2 4 , 4 8 , a n d 12 0 0 . 17 0 . 2 3
P e t r i fi lm 2 4
,
4 8 , a n d 12 0 0 . 7 5 0 . 8 1
E a s y g e l 2 4 , 4 8 , a n d 12 0 0 . 7 0 0 . 9 9
B i o R a d 24 < . 0 0 0 1 0 . 9 8
M I 24 < 0 0 0 1 0 . 9 4
C o l i l e r t 24 < 0 0 0 1 0 . 0 8
P e t r i fi lm 24 < . 0 0 0 1 0 . 6 0
E a s y g e l 24 < . 0 0 0 1 0 . 1 1
B i o R a d 4 8 0 . 9 3 0 . 9 9
M I 4 8 0 . 9 2 0 . 9 9
C o l i l e r t 4 8 0 . 2 8 0 . 2 3
P e t r i fi lm 4 8 0 . 7 7 0 . 8 8
E a s y g e l 4 8 0 . 9 8 0 . 9 9
B i o R a d 12 0 0 . 9 9 0 . 9 9
M I 12 0 0 . 9 9 0 . 9 9
C o l i l e r t 12 0 0 . 3 6 0 2 1
P e t r i fi lm 12 0 0 . 8 6 0 9 1
E a s y g e l 12 0 0 . 9 9 0 9 9
i i i . I n c u b a t i o n T i m e
M e a n E c o l i c o n c e n t r a t i o n a n d th e i r s t a n d a r d d e v i a t i o n s a r e s u m m a r i z e d f o r e a c h
i n c u b a t i o n p e r i o d b y t im e i n F i g u r e s 4
- 8 b e l o w f o r e a c h m e t h o d . St a t i s t i c a l a n a l y s i s w a s
c o m p u t e d f o r t h i s d a t a t o d e t e r m i n e H E . c o l i c o n c e n t r a t i o n s i n s e e d e d w a t e r v a r i e d
a c c o r d i n g t o i n c u b a t i o n t i m e . Se e S e c t i o n 3 (g ) f o r de t a i l s r e g a r d i n g m e t h o d f o r d a t a
a n l a y s i s .
T h e r e s u l t s o f t h e a n a l y s i s f o r e a c h m e th o d a n d a l l i n c u b a t i o n p e r i o d s g a v e
s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e s b e t w e e n 2 4 a n d 4 8 h o u r s a n d b e t w e e n 2 4 a n d 12 0 h o u r s o f
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i n c u b a t i o n W h e n c o m p a r i n g w i t h i n e a c h m e t h o d b e t w e e n 4 8 a n d 12 0 h o u r s i n c u b a t i o n ,
h o w e v e r
,
t h e d i f f e r e n c e s b e t w e e n t h e i n c u b a t i o n p e r i o d s w e r e n o t s i g n i fi c a n t f o r t w o
m e t h o d s : M F B i o R a d a n d Pe t r i f i lm . T h a t i s
,
E . c o l i c o n c e n t r a t i o n d i f f e r e n c e s by M F
B i o R a d a t 4 8 h o u r s c o m p a r e d t o 1 2 0 h o u r s i n c u b a t i o n w e r e n o t s i g n i fi c a n t l y d i f f e r e n t ;
t h e s a m e w a s t r u e f o r P e t r i f i lm .
T h e s e r e s u l t s s h o u l d b e i n t e r p r e t e d w i t h c a u t i o n b e c a u s e t h e s e a n a l y s e s w e r e
p e r f o r m e d o n t h e d a t a f o r a l l E c o l i s t r a i n s a n d a l l i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s , b o t h o f
w h i c h c o u l d b e r e s p o n s ib l e fo r t h e s i g n i fi c a n t di f f e r e n c e s s e e n b e t w e e n i n c u b a t i o n t i m e s
w i t h i n e a c h m e t h o d . A l s o
,
i t s h o u l d b e n o t e d th a t t h e v a l u e s c o m p a r e d a r e a v e r a g e s a n d
c a n b e a f f e c t e d by m i s s i n g v a l u e s f r o m s p e c i fi c e x p e r im e n t s .
T h e g r o w th o f i i c o l i (a v e r a g e d f o r a l l s t r a i n s ) i s c o m p a r e d fo r e a c h m e d i u m a n d
i n c u b a t i o n t i m e i n F i g u r e s 4 - 8 Wh e n v i e w i n g F i g u r e s 4 - 8 , l a r g e d i f f e r e n c e s b e t w e e n
i n c u b a t i o n p e r i o d s f o r e a c h m e th o d d o n o t s e e m t o b e a s p r e v a l e n t a s t h e s t a t i s t i c a l
a n a l y s i s w o u l d i n d i c a t e H o w e v e r , w h e n c o n s i d e r in g t h e v a r i a b i l i t y o f t h e c o n c e n t r a t i o n s
p r o d u c e d b e t w e e n t e m p e r a t u r e s a n d t h e v a r i a b l e p e r f o r m a n c e o f t h e m e t h o d s , a n d t h e
fa c t t h a t s t a n d a r d d e v i a t i o n s o f t h e v a l u e s a r e qu i t e l a r g e , t h e v a l u e s a t e a c h i n c u b a t i o n
p e r i o d f o r e a c h m e t h o d a r e n o t a s s im i l a r a s t h e fi g u r e s p o r t r a y t h e m t o b e .
4 0
A v e r a g e s O v e r a l l - M l M e t h o d
^ 2 0
8 1 0
5 ^l l ^ ? l
D 24
□ 4 8
■ 1 2 0
2 5 3 0 3 5 4 0
I n c u b a t i o n T e m p e r a t u r e ( d e g r e e s C )
Fi g u r e 4 . A v e r a g e E. c o l i c o n c e n t r a t i o n s ( a i l s t r a i n s ) b y M F o n iVI l A g a r
f o r a l l i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s a n d t i m e s
A v e r a g e s O v e r a l l - B io R a d M e t h o d
D 2 4
■ 4 8
El i i El HI H l HC
2 5 3 0 3 5 4 0
I n c u b a t io n T e m p e r a t u r e ( d e g r e e s C )
F i g u r e 5 . A v e r a g e E . c o l i c o n c e n t r a t i o n s ( a i l s t r a i n s ) by B i o R a d A g a r m e t li o d f o r
a l l i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s a n d t im e s
A v e r a g e s O v e r a l l - C o l i l e r t I Vl e t l n o d
J 2 0
1 I S
1 0
5 a t
2 5 3 0 3 5 4 0
I n c u b a t i o n T e m p e r a t u r e s ( d e g r e e s C )
F i g u r e 6 A v e r a g e E . , c o l i c o n c e n t r a t i o n s ( a l l s t r a i n s ) b y Co l i l e r t m e t ho d fo r a i l
i n c u ba t i o n t e m p e r a t u r e s a n d t im e s
A v e r a g e s O v e r a l l - P e t r i f i l i n M e t h o d
j | o 2 4 I
^ a a s EEfi Ea
2 5 3 0 3 5 4 0
I n c u b a t i o n T e m p e r a t u r e s ( d e g r e e s C )
Fi g u r e 7 . A v e r a g e E . c o l i c o n c e n t r a t i o n s (a l l s t r a i n s ) b y P e t r i f i lm m e t h o d
f o r a l l i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s a n d t i m e s
A v e r a g e s O v e r a l l - E a s y g e l M e t h o d
1 0 -
5
2 5 3 0 3 5 4 0
I n c u b a t i o n T e m p e r a t u r e ( d e g r e e s C )
Fig u r e 8 . A v e r a g e £ . c o l i c o n c e n t r a t i o n s (a l l s t r a i n s ) b y Ea s y ge l f o r a l l
i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s a n d t i m e s
i v . E . c o l i St r a i n
I n a d d i t i o n t o c o m p a r i s o n s o f t h e r e s u l t s f o r m e t h o d , t im e a n d t e m p e r a t u r e , t h e
E c o l i r e s u h s w e r e a l s o c o m p a r e d f o r e a c h o f t h e s t r a i n s t e s t e d a s w e l l a s s e w a g e
R e s u l t s w e r e a v e r a g e d a c r o s s e x p e r i m e n t s , i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e a n d t i m e . E r r o r
b a r s d e p i c t i n g t h e s t a n d a r d de v i a t i o n f o r e a c h d a t a s e t a r e i n c l u d e d a n d a r e s h o w n i n
F i g u r e 9 f o r e a c h E . c o l i s t r a in . T h e n u m b e r o f e x p e r i m e n t s p e r s t r a i n i s p r e s e n t e d A s
w e l l . A n a l y s i s o f v a r i a b i l i t y i n c o n c e n t r a t i o n s b e tw e e n s t r a i n s w a s p e r f o r m e d f o r a l l
i s o l a t e s a n d s e w a g e T h e r e s u l t s s h o w th a t t h e s t e e r s t r a i n p e r f o r m e d r a t h e r p o o r l y
w i t h t h e h i g h e s t v a r i a b i l i t y o f a l l o f t h e s t r a i n s . I n c o n t r a s t , t h e s e a g u l l s t r a i n
p e r f o r m e d e x c e p t i o n a l l y w e l l . T h e f o l l o w i n g a b b r e v i a t i o n s a r e u s e d i n t h i s s e c t i o n :
m e m b r a n e f i l t r a t i o n a n d i n c u b a t i o n o n B i o - R a d RA P I D E . c o l i 2 ^ ^ a g a r (B i o R a d) ,
m e m b r a n e f i l t r a t i o n a n d i n c u b a t i o n o n B D M I a g a r (M I ) , ID E X X C o l i l e r t ®
Qu a n t i t r a y 2 0 00 (C o l i l e r t ) , 3M ™ P e t r i f i lm ™ (P e t r i f i l m ) , a n d C o l i s c a n ™ E a s y g e l®
(E a s y g e l ) .
D u r i n g s a m p l e p r e p a r a t i o n , t h e p r o c e d u r e w a s i n t e n d e d t o p r o du c e s im i l a r
c o n c e n t r a t i o n s o f d i f f e r e n t s t r a in s o i E . c o l i f o r a l l e x p e r im e n t s : - 10 C FU /m L .
H o w e v e r
,
h i g h e r m e a s u r e d c o n c e n t r a t i o n s o f E c o l i w e r e n o t e d c o n s i s t e n t l y f o r t h r e e
s t r a i n s : s e a g u l l , e n v i r o n m e n t a l a n d c h i c k e n i s o l a t e . T h e s t e e r s t r a i n p r o d u c e d
c o m p a r a t i v e l y l o w c o n c e n t r a t i o n s . T h e a v e r a g e c o n c e n t r a t i o n s , b y s t r a i n , a r e s h o w n
i n F i g u r e 9 .
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A v e r a g e E . c o l l ( C F U / m L ) , A c r o s s A l l T i m e s a n d T e m p e r a t u r e s , b y
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■ E a s y g e l
□ P e t r i f i l m
□ C o l i l e r t
\m M l
1= 1 B i o R a d
A v e r a g e E . c o l i ( C F U / m L )
F ig u r e 9 . A v e r a g e E . c o l i ( CF U / m L), A c r o s s A l l T im e s a n d T e m p e r a t u r e s , b y St r a i n
T h e o b s e r v a b l e d i f f e r e n c e s i n E . c o l i c o n c e n t r a t i o n s b e t w e e n t h e s t r a i n s c o u l d
b e du e t o e i t h e r v a r i a t i o n s i n s t r a i n p e r f o r m a n c e o r s im p l y v a r i a t i o n i n s a m p l e w a t e r
p r e p a r a t i o n . F o r e a c h e x p e r im e n t , a l o g - p h a s e b r o t h c u l t u r e o f E . c o l i w a s a d d e d i n t o
t h e s a m p l e w a t e r T h i s c o u l d r e s u l t in v a r y i n g c o n c e n t r a t i o n s b e t w e e n t h e r e p e a t e d
e x p e r i m e n t s a n d a c c o u n t f o r t h e h i g h v a r i a b i l i t y . F o r e x a m p l e , t h e s t a n d a r d d e v i a t i o n
(SD ) o f m e a n E c o l i c o n c e n t r a t i o n s f o r e a c h s t r a i n , a s s h o w n i n F i g u r e 9 r a n g e s f r o m
0 - 13 . 0 6 . I n g e n e r a l t h e SD i s l a r g e w h i c h i s l i k e l y d u e t o t h e f o l l o w i n g :
c o n c e n t r a t i o n o f E . c o l i v a r i e d w i t h e a c h n e w b a t c h o f s e e d e d w a t e r o r t h e a b i l i t y o f
t h e s t r a i n t o s u r v i v e a n d g r o w o n t h e m e d i a .
T o e v a l u a t e w h e t h e r o r n o t t h e v a r i a t i o n w a s t h e r e s u l t o f e x p e r im e n t a l
p r e p a r a t i o n o r v a r i a t i o n i n t h e a b i l i t y o f t h e s t r a i n t o g r o w , t h e i n i t i a l c o n c e n t r a t i o n o f
t h e E . c o l i (s t r a i n o r s e w a g e ) w a s c o m p a r e d t o t h e fi n a l c o n c e n t r a t i o n o f t h e s a m p l e
w a t e r f o r e a c h e x p e r im e n t . B a s e d o n t h i s c o m p a r i s o n , i t w a s d e t e r m i n e d th a t f o r t h e
s e a g u l l s t r a i n , t h e fi n a l E c o l i c o n c e n t r a t i o n o f t h e s a m p l e w a t e r w a s m u c h h i g h e r
t h a n t h e c o n c e n t r a t i o n e s t im a t e d p r i o r t o s p i k i n g . T h i s s u g g e s t s t h a t t h e h i gh e r t h a n
e x p e c t e d c o n c e n t r a t i o n s w e r e d u e t o t h e b e t t e r a b i l i t y t o g r o w o n t h e d i f f e r e n t m e d i a .
C o n v e r s e l y , e x p e r i m e n t s i n v o l v i n g th e s t e e r s t r a i n c o n s i s t e n t l y p r o d u c e d a l o w e r t h a n
e x p e c t e d fi n a l c o n c e n t r a t i o n o f E c o l i (c o m p a r e d t o c o n c e n t r a t i o n e s t im a t e d p r i o r t o
s p i k i n g ) . T h i s w o u l d i n d i c a t e t h a t t h e s t e e r s t r a i n d i d n o t g r o w a s r e a d i l y o n t h e m e d i a
a n d/ o r t e m p e r a t u r e s c h o s e n f o r t h e s t u d y
T o e x p l o r e t h e r e l a t i o n s h ip o f t h e m e a n t o t h e s t a n d a r d d e v i a t i o n t o b e t t e r
u n d e r s t a n d th e d i f f e r e n c e s b e t w e e n s t r a i n s o f E . c o l i , t h e c o e f fi c i e n t o f v a r i a t i o n (C V )
w a s c a l c u l a t e d f o r e a c h m e th o d w i t h i n e a c h s t r a in a c r o s s a l l i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s .
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I t w a s a l s o c a l c u l a t e d o v e r a l l m e t h o d s c o m b i n e d f o r e a c h s t r a i n . A s a s t a n d a r d
m e a s u r e o f v a r i a t i o n
,
a C V < 1 i s p r e f e r r e d . F i g u r e s 10 - 1 5 d e t a i l t h e r e s u l t s o f t h i s
c a l c u l a t i o n b e l o w .
F i g u r e s 10 , 1 3 , 14 , a n d 15 s h o w C V v a l u e s b e l o w 1 0 a c r o s s a l l m e t h o d s f o r
E c o l i B , t h e e n v i r o n m e n t a l s t r a i n , t h e s e a g u l l s t r a i n , a n d t h e c h i c k e n s t r a i n . C V
v a l u e s c a l c u l a t e d f o r t h e s t e e r s t r a i n
,
h o w e v e r a r e v e r y h i g h c o m p a r e d w i th m o s t
m e t h o d s m e a s u r i n g o v e r 1 . 0 .
C o e f fi c i e n t s o f V a r i a t i o n - S t r a i n E . c o l i B
1 . 4 0
1 . 2 0
1 . 0 0
0 . 8 0
0 . 6 0
0 . 4 0
0 . 2 0
0 . 0 0 m
B io R a d M l C o l i l e r t P e t r i f i l m E a s y g e l O v e r a l l
F ig u r e 10 . Co e f f i c i e n t s o f v a r i a t i o n f o r d a t a o v e r a l l i n c u b a t i o n t im e s a n d t e m p e r a t u r e f o r
e x p e r i m e n t s w i t h E. c o l i B , b y m e t h o d
C o e f f i c i e n t s o f V a r i a t i o n - S e w a g e
1 . 4 0
1 . 2 0
1 . 0 0
0 . 8 0
0 . 6 0
0 . 4 0
0 . 2 0
0 . 0 0
B i o R a d M l C o l i l e r t P e t r if i l m E a s y g e l O v e r a l l
F ig u r e 1 1 . C o e f f i c i e n t s o f v a r i a t i o n f o r d a t a o v e r a l l i n c u b a t i o n t im e s a n d t e m p e r a t u r e f o r
e x p e r im e n t s w i t h s e w a g e , b y m e t h o d
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C o e f f i c i e n t s o f V a r i a t i o n - S t r a i n T W 0 3 2 8 3
1 . 4 0
1 . 2 0
1 . 0 0
0 . 8 0
0 . 6 0
0 . 4 0
0 . 2 0 - \
0 . 0 0
B io R a d IV I I C o l i l e r t P e t r i f i lm E a s y g e l O v e r a l l
Fi g u r e 1 2 . Co e f f i c i e n t s o f v a r i a t i o n f o r d a t a o v e r a l l i n c u b a t i o n t i n n e s a n d t e m p e r a t u r e f o r
e x p e r i m e n t s w i t h t h e s t e e r s t r a i n , TW 0 3 2 8 3 , b y m e t h o d
C o e f fi c i e n t s o f V a r i a t i o n - S t r a i n T W 0 7 3 3 4
1 4 0
1 . 2 0
1 . 0 0
0 . 8 0
0 . 6 0
0 . 4 0
0 . 2 0
0 . 0 0
B i o R a d M l C o l i l e r t P e t r i f i l m E a s y g e l O v e r a l l
F ig u r e 1 3 . Co e f f i c i e n t s o f v a r i a t i o n f o r d a t a o v e r a l l i n c u b a t i o n t im e s a n d t e m p e r a t u r e f o r
e x p e r im e n t s w i t h s e a g u l l s t r a i n , TW 0 7 3 34 , b y m e t h o d
C o e f fi c i e n t s o f V a r i a t i o n - S t r a i n T W 0 4 5 7 6
1 . 4 0
1 . 2 0
1 . 0 0
0 . 8 0
0 6 0
0 . 4 0
0 . 2 0
0 . 0 0
B i o R a d M l C o l i le r t P e t r i f i lm E a s y g e l O v e r a l l
Fi g u r e 14 . Co e f f i c i e n t s o f v a r ia t i o n f o r d a t a o v e r a l l i n c u b a t i o n t i m e s a n d t e m p e r a t u r e f o r
e x p e r i m e n t s w i t h c h i c k e n s t r a i n , TW 0 4 5 7 6 , b y m e t h o d
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C o e f f i c i e n t o f V a r i a t i o n - S t r a i n T W 1 1 5 6 6
1 . 4 0
1 2 0
1 . 0 0
0 . 8 0
0 . 6 0
0 . 4 0
0 . 2 0
0 . 0 0
B i o R a d M l C o l i l e r t P e t r i f i lm E a s y g e l O v e r a l l
F ig u r e 1 5 . C o e f f i c i e n t s o f v a r i a t i o n f o r d a t a o v e r a l l i n c u b a t i o n t i m e s a n d t e m p e r a t u r e f o r
e x p e r i m e n t s w i t h e n v i r o n m e n t a l s t r a i n TW 1 1 5 6 6 , b y m e t h o d
T h e s t e e r s t r a i n p r o d u c e d C V > 1 (F i g u r e 12 ) o v e r a l l a n d f o r e a c h a l l m e d i u m
e x c e p t f o r M I a g a r . T h i s s u g g e s t s s i g n i f i c a n t v a r i a b i l i t y f o r t h e s t e e r s t r a i n . N o o t h e r
s t r a i n h a d a n o v e r a l l C V > 1 . T h e o n ly o t h e r C V > 1 w a s c a l c u l a t e d f o r s e w a g e
m e a s u r e d b y P e t r i f l lm . T h e a n a l y s i s o f t h e C V s u g g e s t s t h a t t h e s t e e r s t r a i n p r o du c e d
t h e h i g h e s t a m o u n t o f v a r i a b i l i t y d u r i n g t h e e x p e r im e n t s . F o r t h e s e a g u l l s t r a i n , C V
v a l u e s a c r o s s m e th o ds s h o w l i t t l e v a r i a t i o n b e t w e e n e x p e r im e n t s f o r e a c h m e t h o d
e x c e p t f o r P e t r i f l lm w i t h a C V v a lu e o f 0 . 9 5 . .
W i t h in e a c h E c o l i s t r a i n , t h e r e s u l t s f o r E c o l i c o n c e n t r a t i o n r e m a i n e d
r e l a t i v e l y c o n s i s t e n t a c r o s s t e m p e r a t u r e s o r i n c r e a s e d o n l y s l i g h t l y w i t h i n c r e a s i n g
i n c u b a t i o n t im e
,
w i t h t h e e x c e p t i o n o f 2 0
° C . A t t h i s t e m p e r a t u r e l i t t l e o r n o v i s i b l e
g r o w th w a s p r o d u c e d a f t e r 2 4 h o u r s i n c u b a t i o n f o r a n y o f t h e s t r a i n s A f t e r 4 8 a n d
12 0 h o u r s i n c u b a t i o n t im e a t 2 0 ° C
,
h o w e v e r
,
a v e r a g e E . c o l i c o n c e n t r a t i o n s i n c r e a s e d
c o n s i d e r a b l y f o r a l l m e t h o d s , l e a d i n g t o s i z a b l e d i f f e r e n c e s i n E c o l i c o n c e n t r a t i o n s
a t 2 4 h o u r s i n c u b a t i o n c o m p a r e d t o 4 8 a n d 12 0 h o u r s i n c u b a t i o n . T h i s fa c t o r s h o u l d
b e k e p t i n m i n d w h e n e v a l u a t i n g r e s u l t s t h a t h a v e b e e n a v e r a g e d a c r o s s t e m p e r a t u r e
a n d t im e .
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5 . D i s c u s s i o n
E a c h m e t h o d h a s u n i q u e c h a r a c t e r i s t i c s t h a t m a k e i t m o r e o r l e s s b e n e f i c i a l t o
u s e i n r e s o u r c e - p o o r s e t t i n g s . T h e a b i l i t y o f t h e m e t h o d s t o d e t e c t E . c o l i c o m p a r e d t o
o n e a n o t h e r a s w e l l a s a t v a r i o u s i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s a n d t i m e s m u s t b e
c o n s i d e r e d w h e n c h o o s i n g t h e m o s t a p p r o p r i a t e m e th o d t o b e u s e d . N u m e r o u s s t u d i e s
h a v e b e e n p e r f o r m e d c o m p a r i n g v a r i o u s m e th o d s u s e d t o d e t e c t E c o l i i n d r i n k i n g
w a t e r (H o rm a n & H a n n i n e n , 2 0 0 6 ; E c k n e r , 1 9 9 8) . H o w e v e r , l i t t l e r e s e a r c h h a s b e e n
c o n du c t e d c o m p a r i n g t h e p e r f o r m a n c e o f v a r i o u s m e t h o d s a n d m e d i a a t d i f f e r e n t
i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s a n d u s i n g d i f f e r e n t s t r a i n s o i E . c o l i . E v e n l e s s r e s e a r c h h a s
b e e n p e r f o r m e d c o m p a r i n g t h e p e r f o r m a n c e o f w e l l
- k n o w n E c o l i d e t e c t i o n m e t h o d s
a t r o o m t e m p e r a t u r e i n c u b a t i o n T h e r e f o r e , t h e r e s u l t s f r o m th i s r e s e a r c h a l l o w u s t o
d r a w s o m e c o n c l u s i o n s a b o u t t h e a b i l i t y t o u s e t r a d i t i o n a l d e t e c t i o n m e th o d s w i t h o u t
t h e t r a d i t i o n a l l a b o r a t o r y e q u i p m e n t s u c h a s a n i n c u b a t o r .
a . M e t h o d
i . P e t r i fl l m
I n t h i s s t u dy , P e t r i f l l m p e r f o r m e d r e a s o n a b l y w e l l c o m p a r e d t o E a s y g e l (n o
s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s b e tw e e n t h e tw o m e d i a w e r e f o u n d ) . P e t r i f l l m a n d M I a g a r ,
h o w e v e r , w e r e s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t a t a l l t e m p e r a t u r e s , a n d P e t r i f l l m w a s a l s o
s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t c o m p a r e d t o B i o R a d a n d C o l i l e r t a t m o s t t e m p e r a t u r e s . F o r a l l
c o m p a r i s o n s , E c o l i c o n c e n t r a t i o n s d e t e r m i n e d b y P e t r i f l lm w e r e s i g n i f i c a n t l y l o w e r
t h a n t h e o t h e r m e d i a t e s t e d .
I n a d d i t i o n t o d e t e c t i o n o f s i g n i f i c a n t l y l o w e r c o n c e n t r a t i o n s o f i s c o l i , t h e r e
i s a t e c h n i c a l l im i t a t i o n i n t h e a b i l i t y o f t h e t e s t t o d e t e c t E c o l i a t l o w e r in c u b a t i o n
t e m p e r a t u r e s , h o w e v e r . A f t e r 2 4 h o u r s o f i n c u b a t i o n a t 2 0 a n d 2 5
°
C
,
n o
c h a r a c t e r i s t i c b u b b l e s w e r e p r o d u c e d w i t h t h e b l u e c o l o n i e s i n d i c a t i v e o f £
■
c o l i .
Si n c e , g a s p r o du c t i o n i s a c o n f i r m a t o r y c h a r a c t e r i s t i c o f t h e t e s t , t h i s i s w o r r i s o m e I n
a n a l y z i n g e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s , i t m u s t b e p r e s e n t a l o n g w i t h t h e b l u e c o l o r f o r t h e
c o l o n y t o b e c o u n t e d a s E c o l i (V a i l e t a l . , 2 0 0 3 ) . H o w e v e r , i n t h i s s t u d y , c o l o n i e s
t h a t w e r e b l u e b u t d i d n o t p r o d u c e g a s w e r e c o u n t e d a s E c o l i w h e n t h e t e s t w a t e r
h a d b e e n s p i k e d w i t h a n E c o l i s t r a i n . S i n c e i t w a s k n o w n s t r a i n , t h e b l u e c o l o n i e s
w e r e E . c o l i b u t d i d n o t p r o du c e g a s a t t h e l o w e r i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s .
T h o u gh m o s t o f t h e s t u d i e s i n v o l v i n g P e t r i fi lm a s s e s s i t s u s e a s a m e t h o d t o
a n a l y z e E c o l i i n f o o d , t h e r e a r e a f e w s t u d i e s t h a t e v a l u a t e t h e u s e o f P e t r i fi lm t o
a s s e s s e n v i r o n m e n t a l a n d d r i n k i n g w a t e r s a m p l e s V a i l , e t a l . c o n du c t e d a s t u d y
a n a l y z i n g e n v i r o n m e n t a l w a t e r s a m p l e s u s i n g P e t r i fi l m a s w e l l a s C o l i l e r t 1 8 , t h e
m T E C t e c h n i q u e , a n d th e m C o l i - 24 m e m b r a n e fi l t r a t i o n t e c h n i q u e . T h e s t u dy f o u n d
n o s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e s b e t w e e n Pe t r i fi lm a n d th e o t h e r m e t h o d s in t h e s t u d y .
H o w e v e r
,
t h e c o n f i d e n c e i n t e r v a l s w e r e q u i t e w i d e d u e i n p a r t t o t h e l o w
c o n c e n t r a t i o n s o ^ E c o l i p r o d u c e d i n s o m e s a m p l e s . V a i l , e t a l . a l s o p e r f o r m e d
c o n fi r m a t i o n o f p r e s u m e d E c o l i b y s t r e a k i n g o n t o M a c C o n k e y a g a r a n d f o u n d t h a t
c o l o n i e s i d e n t i fi e d o n P e t r i fi lm t h a t w e r e b l u e a n d p r o d u c e d g a s w e r e c o n f i r m e d t o b e
E c o l i 10 0 % o f t h e t i m e (n = 3 9 ) . B l u e c o l o n i e s t h a t d i d n o t p r o d u c e g a s , h o w e v e r ,
w e r e c o n fi r m e d t o b e E c o l i o n l y 4 0 %) o f t h e t i m e (n = 2 0 )
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i i . E a s y g e l
B a s e d o n t h e r e s u l t s f r o m t h e s t a t i s t i c a l a n a l y s e s , E a s y g e l w a s n o t
s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t f r o m P e t r i f i l m a c r o s s a l l t e m p e r a t u r e s c o m b i n e d a s w e l l a s
e a c h i n d i v i d u a l i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e . E a s y g e l , h o w e v e r , w a s s i g n i f i c a n t l y l o w e r
t h a n M I a g a r a c r o s s a l l i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s b y a p p r o x im a t e l y 2 5 - 3 0% E a s y g e l
w a s a l s o s i g n i f i c a n t l y l o w e r t h a n C o l i l e r t M PN a c r o s s a l l i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s
e x c e p t f o r 4 5
° C . D i f f e r e n c e s b e t w e e n E a s y g e l a n d M F B i o R a d v a r i e d w i t h
t e m p e r a t u r e , w i t h n o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e o c c u r r i n g a t 20 , 3 5 , a n d 4 5
° C .
A d d i t i o n a l l y , E a s y g e l a t 2 0 a n d 2 5
° C a ft e r 2 4 h o u r s p r o d u c e d s o m e E . c o l i
c o l o n i e s t h a t w e r e s m a l l a n d v e r y l i g h t i n c o l o r a n d h a d t o b e a s s e s s e d w i th a l i g h t e d
m a gn i f y i n g a p p a r a t u s in o r de r t o a c c u r a t e l y e n u m e r a t e t h e c o l o n i e s . W h e n a l l o w e d
t o i n c u b a t e f o r 4 8 a n d 12 0 h o u r s , h o w e v e r t h e E c o l i c o l o n i e s b e c a m e e a s i l y
c o u n t a b l e i n m o s t s a m p l e s .
F e w s t u d i e s w e r e f o u n d a s s e s s i n g t h e u s e o f C o l i s c a n E a s y g e l f o r E c o l i
a n a l y s i s o f w a t e r . I n a s t u d y p e r f o r m e d b y t h e U SD A , w a t e r s a m p l e s c o l l e c t e d f r o m
t h r e e s t r e a m s o v e r a p e r i o d o f a y e a r w e r e e v a l u a t e d u s i n g E a s y g e l C o n fi r m a t i o n o f
c o l o n i e s p r e s u m e d t o b e t he m i c r o b e s o f i n t e r e s t w a s p e r f o r m e d . O f 17 5 c o l o n i e s
p r e s u m e d t o b e E c o l i , 2 5 % w e r e i d e n t i f i e d a s fa l s e p o s i t i v e s
T h o u g h th e m e th o d h a s n o t b e e n a p p r o v e d f o r N a t i o n a l P r im a r y D r i n k i n g
W a t e r R e g u l a t i o n c o m p l i a n c e , it i s a p p r o v e d b y t h e U . S . E P A R e g i o n 4 fo r u s e i n t h e
b a c t e r i o l o g i c a l m o n i t o r i n g o f s u r f a c e w a t e r s M a n y c o l l e g e s a n d u n i v e r s i t i e s , a s s i s t e d
b y l o c a l c o m m u n i t y g r o u p s a n d s t a t e e n v i r o n m e n t d e p a r tm e n t s , c u r r e n t l y u s e E a s y g e l
a s a s c r e e n i n g t o o l f o r s t r e a m s a s a p a r t o f t h e U SD A C o o p e r a t i v e St a t e R e s e a r c h
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E d u c a t i o n
,
a n d E x t e n s i o n S e r v i c e (C SR E E S ) N a t i o n a l Wa t e r Qu a l i t y P r o g r a m
(U n i t e d St a t e s D e p a r t m e n t o f A g r i c u l t u r e , 2 0 0 8 ) .
i i i
. C o l i l e r t
I n t h i s p r e s e n t s t u d y C o l i l e r t a n d m e m b r a n e fi l t r a t i o n u s i n g M I a g a r w e r e n o t
s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t i n E c o l i d e t e c t i o n a t a l l t e m p e r a t u r e s t e s t e d , e x c e p t 4 5
° C .
H o w e v e r , s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s i n E c o l i d e t e c t i o n w e r e n o t e d b e t w e e n C o l i l e r t a n d
M F B i o R a d a g a r , w i t h C o l i l e r t p r o du c i n g c o u n t s 2 0 - 2 5 % h i g h e r t h a n B i o R a d .
C o l i l e r t w a s s i g n i f i c a n t l y di f f e r e n t f r o m P e t r i fi lm a n d E a s y g e l a c r o s s a l l t e m p e r a t u r e s
e x c e p t 4 5
° C
, p r o d u c i n g C F U /m L b e t w e e n t w o a n d t h r e e t im e s t h a t o f P e t r i fi lm a n d
a p p r o x i m a t e ly 3 0% h i g h e r t h a n E a s y g e l . I t w a s n o t e d th a t t h e p o s i t i v e w e l l s
p r o d u c e d b y C o l i l e r t a t 2 0 a n d 2 5
° C w e r e a b i t f a i n t e r i n y e l l o w c o l o r a s w e l l a s
fl u o r e s c e n c e t h a n t h o s e f r o m th e 3 5 ° C s a m p l e s , a n d u s e o f t h e c o l o r s t a n da r d w a s
n e c e s s a r y t o m a k e a c c u r a t e d e t e r m i n a t i o n s o f p o s i t i v e w e l l s . H o w e v e r , w h e n a l l o w e d
t o i n c u b a t e l o n g e r , t h e c o l o r a n d fl u o r e s c e n c e b e c a m e s t r o n g e r a n d t h e w e l l s w e r e
m o r e e a s i l y c o u n t a b l e .
C o l i l e r t Q u a n t i t r a y 2 0 0 0 h a s b e e n a pp r o v e d f o r m o n i t o r i n g w a t e r q u a l i ty b y
t h e U SE P A f o r u s e i n d e t e r m i n in g c o m p l i a n c e w i t h N a t i o n a l P r im a r y D r i n k i n g W a t e r
R e g u l a t i o n s a n d h a s u n d e r g o n e e x t e n s i v e t e s t i n g a s a r e s u l t . A n u m b e r o f s t u d i e s
r e p o r t c o m p a r i n g t h e p e r f o r m a n c e o f C o l i l e r t t o m e m b r a n e fi l t r a t i o n m e t h o d s u s i n g
v a r i o u s a g a r s f o r d e t e c t i n g E c o l i i n a v a r i e t y o f w a t e r s o u r c e s .
R e s u l t s o f a s t u dy p e r f o r m e d b y a l a b o r a t o r y i n t h e U K i n w h i c h s e w a g e w a s
e v a l u a t e d v i a C o l i l e r t Qu a n t i t r a y 2 00 0 s h o w e d t h e m e t h o d t o h a v e a l o w f a l s e -
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p o s i t i v e r a t e o f < 3% a n d a f a l s e - n e g a t i v e r a t e o f 3 8 1% (E c c l e s , Se a r l e , H o l t , &
D e n n i s
,
2 0 0 4 ) . A s t u d y p e r f o r m e d b y E c k n e r i n v o l v e d t h e c o l l e c t i o n a n d a n a l y s i s o f
r o u t i n e d r i n k in g a n d b a t h i n g w a t e r s a m p l e s f o r t h e p r e s e n c e o f £
■
c o l i u s i n g C o l i l e r t
a n d m e m b r a n e f il t r a t i o n m e t h o d u s i n g m E N D O L E S a g a r f o l l o w e d b y c o n f i r m a t i o n
v i a g a s p r o d u c t i o n i n L T L SB a n d p r o d u c t i o n o f a p o s i t i v e i n d o l e r e a c t i o n (E c k n e r ,
19 9 8) . T h e r e s u l t s s h o w g o o d c o r r e l a t i o n b e t w e e n t h e m e th o d s f o r e a c h o f t h e w a t e r
t y p e s .
i v . M e m b r a n e fi l t r a t i o n
I n t h i s s t u d y , M I a g a r a n d B i o - R a d a g a r g a v e s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t r e s u l t s f o r
E . c o l i d e t e c t i o n i n s e e d e d w a t e r a t m o s t o f t h e t e m p e r a t u r e s t e s t e d , w i t h M I a g a r
p r o du c i n g c o u n t s a p p r o x im a t e l y 10% h i g h e r o n a v e r a g e t h a n B i o R a d a g a r . M I a g a r
a n d C o l i l e r t w e r e n o t s i g n i fi c a n t l y d i f f e r e n t a c r o s s a l l t e m p e r a t u r e s e x c e p t f o r 4 5
° C
E a s y g e l a n d P e t r i fi lm p r o du c e d s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t r e s u l t s f r o m M F M I a c r o s s a l l
t e m p e r a t u r e s , w i t h M I p r o d u c in g C F U / m L 2 - f o l d g r e a t e r t h a n P e t r i fi lm . T h e
p e r f o r m a n c e o f B i o R a d c o m p a r e d t o C o l i l e r t a n d P e t r i fi lm v a r y a c c o r d i n g t o
i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e . I t w a s n o t e d t h a t b o t h M I a n d B i o R a d a g a r s p r o d u c e d s m a l l e r
c o l o n i e s a t l o w e r t e m p e r a t u r e s a f t e r t h e s t a n d a r d p e r i o d o f 2 4 h o u r s i n c u b a t i o n .
H o w e v e r , w h e n m e m b r a n e f i l t e r s w e r e i n c u b a t e d fo r 4 8 o r 1 2 0 h o u r s , t h e c o l o n i e s
w e r e l a r g e r a n d e a s i l y c o u n t a b l e .
M I a g a r i n m e m b r a n e fi l t r a t i o n h a s b e e n e s t a b l i s h e d a n d a p p r o v e d b y t h e
U SE P A (B r e n n e r e t a l . , 1 9 9 3 ) . M I a g a r w a s f o r m u l a t e d a n d e v a l u a t e d b y th e U SE P A
a n d f o u n d t o p e r f o r m be t t e r t h a n t h e a p p r o v e d m e t h o d u s e d a t t h e t im e , m e m b r a n e
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fi l t r a t i o n u s i n g m E n d o a g a r a n d N A - M U G a g a r (B r e n n e r , R a n k i n , S i v a g a n e s a n , &
S c a r p i n o , 1 9 9 6 ) . M F o n M I a g a r i s c o n s i d e r e d t h e g o l d s t a n d a r d i n t h e fi e l d o f w a t e r
t e s t i n g f o r T o t a l C o l i f o r m s a n d E c o l i i n t h e U SA a n d i s w i d e l y u s e d b y U SA
l a b o r a t o r i e s .
N o a r t i c l e s w e r e f o u n d t h a t i n c l u d e d B i o R a d a g a r a s a m e d i a u s e d f o r t h e
a n a l y s i s o f d r i n k i n g w a t e r . F e w a r t i c l e s w e r e f o u n d a s s e s s i n g it s a b i l i t y t o i d e n t i f y
E c o l i i n f o o d s . B e c a u s e M I a g a r i s e x p e n s i v e , a l e s s c o s t l y M F m e d i u m t h a t c a n
d e t e c t T o t a l C o l i f o r m s a n d E c o l i i s d e s i r a b l e . B i o R a d R a p i d E c o l i 2 a g a r i s a
p o s s i b l e s u b s t i t u t e f o r M I a g a r i n t h e m e m b r a n e fi l t r a t i o n m e t h o d f o r E c o l i , b u t t h e r e
h a v e b e e n n o s t u d i e s c o m p a r i n g t h e t w o a g a r s f o r t h i s a p p l i c a t i o n I n o u r s t u d y , w e
f o u n d s i g n i fi c a n t l y l o w e r c o n c e n t r a t i o n s o n B i o r a d
'
s R a p i d E . c o l i 2 a g a r w h i c h
s u g g e s t t h a t m o r e c o m p r e h e n s i v e s t u d i e s a r e r e c o m m e n d e d t o b e t t e r a s s e s s B i o - R a d
R a p i d E . c o l i 2 a g a r f o r E . c o l i d e t e c t i o n in d r i n k i n g w a t e r
b . I n c u b a t i o n T e m p e r a t u r e a n d T i m e
T h e r e s u l t s a n d s t a t i s t i c a l a n a l y s i s f o r i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s u g g e s t e d th a t a t
2 4 h o u r s
,
t h e r e w e r e n o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s a c r o s s t e m p e r a t u r e s 2 5 - 4 5
° C w i t h i n
e a c h m e th o d ; l e a v i n g o n i n c u b a t i o n b e l o w 2 0 C s u bj e c t t o l i t t l e t o n o d e t e c t i o n o f
E
. c o l i . A t 4 8 a n d 12 0 h o u r s , h o w e v e r , t h e r e w e r e n o d i f f e r e n c e s w i t h i n e a c h m e t h o d
a c r o s s a l l i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s . Wh i l e d i f f e r e n c e s b e tw e e n m e t h o d s v a r i e d w i t h
t h e m e th o d a n d i n c u b a t i o n t e mp e r a t u r e , t h e s e r e s u l t s s u g g e s t t h a t m o s t o f t h e m e t h o d s
s t u d i e d c a n p r o d u c e s im i l a r c o n c e n t r a t i o n o f E c o l i (c o m p a r e d t o i t s e l f ) a t a w i d e
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r a n g e o f i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s ; a s i gn i f i c a n t f i n d i n g e s p e c i a l l y f o r a p p l i c a t i o n s i n
d e v e l o p i n g c o u n t r i e s .
A s i n c u b a t i o n t im e r o s e f r o m 2 4 t o 4 8 h o u r s , c o u n t s p e r s a m p l e g e n e r a l l y
i n c r e a s e d s l i g h t l y (< 5 % ) . C o u n t s t h e n u s u a l l y c o n t i n u e d t o s l i g h t l y i n c r e a s e o r
r e m a i n e d t h e s a m e f r o m 4 8 t o 12 0 h o u r s . St a t i s t i c a l a n a l y s i s s h o w s s i g n i f i c a n t
d i f f e r e n c e s b e t w e e n i n c u b a t i o n t im e s 2 4 t o 4 8 a n d 2 4 t o 1 2 0 h o u r s a c r o s s a l l m e t h o d s .
H o w e v e r
,
f r o m 4 8 t o 12 0 h o u r s , t h e r e w e r e n o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s f o r M F B i o R a d
a s w e l l a s P e t r i f i l m . S in c e s i z e o f t h e c o l o n i e s m a k e e n u m e r a t i o n d i f fi c u l t a f t e r 2 4
h o u r s a t l o w e r t e m p e r a t u r e s f o r s o m e m e t h o d s , i n m a n y c a s e s , a l l o w i n g s a m p l e s t o
i n c u b a t e f o r 4 8 h o u r s a l l o w s f o r c o l o n i e s t o g r o w i n s i z e f o r e a s i e r e n u m e r a t i o n w h i l e
p r o d u c i n g t h e s a m e o r s im i l a r r e s u l t s .
c . E . c o l i S t r a i n
S o m e s t r a i n s w e r e d i f fi c u l t t o g r o w a n d , t h e r e f o r e , d i d n o t p r o d u c e h i g h
C F U /m L f o r t h e m e t h o d s a s o t h e r s t r a i n s . T h e g o a t i s o l a t e w a s a d i f f i c u l t s t r a i n t o
g r o w a n d i t d i d n o t p r o d u c e h i g h e n o u g h c o u n t s t o b e i n c l u d e d in t h i s s t u d y . W h e n
t h e i n i t i a l E c o l i t i t r e o f t h e s a m p l e w a t e r w a s c o m p a r e d t o t h e fi n a l c o n c e n t r a t i o n
d e t e c t e d i n e a c h e x p e r im e n t , r e s u l t s s h o w e d th a t t h e s t e e r s t r a i n w a s a l s o p a r t i c u l a r l y
d i f fi c u l t t o g r o w , a n d th e C F U /m L pr o d u c e d b y t h e s t e e r i s o l a t e a r e o b v i o u s l y l o w e r
t h a n f o r t h e o t h e r s t r a i n s . T h e s e a g u l l s t r a i n p r o v e d t o b e v e r y e a s y t o g r o w a n d
p r o d u c e d h i gh c o u n t s in m o s t e x p e r im e n t s p e r f o n n e d c o m p a r e d t o o t h e r s t r a i n s . N o
i s o l a t e g r e w a t 2 0
° C i n c u b a t i o n t e mp e r a t u r e a f t e r 2 4 h o u r s .
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d . C o m p a r i s o n o f C h a r a c t e r i s t i c s o f E . c o l i D e t e c t i o n M e t h o d s
I d e n t i fy i n g a t e s t t h a t c a n b e u s e d i n r e s o u r c e - p o o r s e t t i n g s w a s t h e m a i n g o a l
o f t h i s s t u d y . I n o r d e r t o c h o o s e t h e m o s t a p p l i c a b l e m e t h o d f o r s u c h s i t u a t i o n s , i t i s
im p o r t a n t t o e v a l u a t e t h e m e th o d s a c c o r di n g t o c h a r a c t e r i s t i c s t h a t w o u l d b e m o s t
b e n e fi c i a l i n s u c h s i t u a t i o n s . T a b l e 10 b e l o w d e t a i l s t h e s e c h a r a c t e r i s t i c s a n d t h e
m e t h o d s
,
s c o r i n g t h e t e s t s o n a s c a l e o f 1 - 3 : 3 = g o o d , 2 = f a i r a n d 1 = p o o r .
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T a b l e 10 . C h a r a c t e r i s t i c s o f E . c o / / D e t e c t i o n M e t h o d s
M I B R C O L P E T E Z
A p p l i e d s a m p l e v o l u m e
f o r t e s t
C o n v e n i e n c e o f
a p p l i c a t i o n
P o r t a b i l i t y / c o m p a c t n e s s
N e e d f o r e l e c t r i c i t y
(b e s i d e s f o r a n
i n c u b a t o r )
N e e d f o r s u p p l e m e n t a l
e q u i p m e n t
S i n g l e s t e p v s m u l t i p l e
?t e p
P e r i s h a b l e
^
1
R e a d i l y d e t e c t a b l e
e n d p o i n t
E a s i l y v i s u a l i z e E . c o l i
a t e n d p o i n t (c o u n t a b l e
r a n g e o f C F U s
B r o t h v s a g a r v s p e c t i n a g a r a g a r b r o t h
g e l l i n g
a g e n t
p e c t i n
C h r o m a g e n v s
F l u o r o g e n
b o t h
c h r o m a g e n
o n l y
b o t h
c h r o m a g e n
o n l y
c h r o m a g e n
o n l y
S e n s i t i v i t y 1 1
S p e c i fi c i t y Y E S Y E S Y E S Y E S
N o t a s
g o o d a s
o t h e r
m e th o d s
P r e c i s i o n Y E S Y E S Y E S M A Y B E MA Y B E
'
U n i t c o s t
(n o t i n c l u d i n g c o s t o f
s u p p l e m e n t a l
e q u i p m e n t )
1
$ 1. 9 4 p e r
s a m p l e ;
E x p e n s iv e
s u p p l e m e n t a l
e q u i p m e n t
r e q u i r e d
* * *
1
$0 . 4 3 p e r
s a m p l e ;
E x p e n s i v e
s u p p l e m e n t a l
e q u i p m e n t
r e qu ir e d
2
$5 2 5
p e r
s a m p l e
p l u s
t a x ;
Se a l e r
r e q u i r e d
$4 , 0 0 0
$1 . 4 4 p e r
s a m p l e
$ 1 50 p e r
s a m p l e
*
* (M i c r o l o g y L a b o r a t o r y , 2 0 0 7 )
* * (ID E X X C o l i l e r t C u s t o m e r Se r v i c e R e p r e s e n t a t i v e , )
* * * (F i s h e r S c i e n t i fi c , 2 0 0 8)
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i . C o s t a n d U s e i n F i e l d
T h o u g h M F M I a n d C o Hl e r t a r e a p p r o v e d f o r u s e b y t h e U S E P A a n d a r e
w i d e ly u s e d i n t h e U n i t e d St a t e s , b o t h a r e c o s t - p r o h i b i t i v e i n r e s o u r c e - p o o r
e n v ir o n m e n t s . T h o u g h t h e c o s t p e r s a m p l e o f B i o R a d i n p a r t i c u l a r i s q u i t e l o w , t h e
e x p e n s i v e s u p p l e m e n t a l e q u i p m e n t r e q u i r e d f o r t h e p e r f o r m a n c e o f M F a s w e l l a s t h e
e l e c t r i c i t y a n d s u p p l i e s n e e d e d m a k e t h e m e t h o d u n u s a b l e i n t h e fi e l d A d d i t i o n a l l y ,
t h e C o l i l e r t m e th o d i s a l s o h i n d e r e d b y e x p e n s i v e e qu i p m e n t s u c h a s t h e $4 , 0 0 0
s e a l e r , a n d th e c o s t p e r s a m p l e i s t h e h i g h e s t o f a l l t h e m e t h o d s w h e n o n l y s u p p l i e s
a r e t a k e n i n t o a c c o u n t .
B a s e d o n t h e p r o p e r t i e s o f t h e m e t h o d s s h o w n i n T a b l e 1 0 , E a s y g e l a n d
P e t r i f i lm a r e p r e fe r r e d m e t h o d s o n t h e b a s i s o f u n i t c o s t a n d e a s e o f u s e i n t h e fi e l d .
H o w e v e r , l e s s i s k n o w n a b o u t t h e i r p e r f o r m a n c e i n a s s e s s i n g E c o l i i n w a t e r i n t h e
fi e l d . P e t r i F i l m a n d E a s y g e l a r e u s e d m a i n l y i n f o o d a n d i n d u s t r i a l m i c r o b i o l o g y a n d
n o t f o r t e s t i n g d r i n k i n g w a t e r . T h i s i s i n p a r t d u e t o t h e i r l i m i t e d s a m p l e p r o c e s s i n g
v o l u m e . D r i n k i n g w a t e r q u a l i t y t e s t s t y p i c a l l y r e qu i r e t h e a b i l i t y t o d e t e c t f e w e r t h a n
< 1 E . c o l i/ l OO m L . B e c a u s e o n l y a 1 - m l s a m p l e v o l u m e c a n b e a n a l y z e d p e r
P e t r i fi lm t e s t , o n l y w a t e r s a m p l e s w i t h h i gh e r E . c o l i c o n c e n t r a t i o n s c a n b e r e l i a b l y
a s s e s s e d w i th i t . F u r t h e r m o r e
,
w e f o u n d i t t o p e r f o r m th e p o o r e s t a g a i n s t t h e o t h e r
s t a n d a r d m e t h o d s a l r e a d y r e c o g n i z e d f o r d r i n k in g w a t e r q u a l i t y a n a l y s i s . A l s o , i n t h i s
s t u d y , t h e m e t h o d f a i l e d t o g i v e c o u n t a b l e c o l o n i e s p r o du c i n g d i a g n o s t i c g a s a t 2 0
a n d 2 5 ° C . T h i s i s a l s o a c o n c e r n b e c a u s e g a s p r o du c t i o n i s a n e c e s s a r y r e a c t i o n t o
a c c u r a t e l y i d e n t i fy E c o l i c o l o n i e s i n t h e t e s t .
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E a s y g e l a l s o h a s im p o r t a n t l im i t a t i o n s f o r E c o l i d e t e c t i o n i n d r i n k in g w a t e r
F o r e x a m p l e , t h e s a m p l e v o l u m e a n a l y z e d i s s m a l l , o n l y 5 m l . S t u d i e s h a v e a l s o
f o u n d a h i gh f a l s e p o s i ti v e r a t e o f 2 5% f o r t h e t e s t . I n t h i s c u r r e n t s t u dy t h e c o l o n i e s
p r o d u c e d w e r e q u i t e s m a l l a t l o w e r t e m p e r a t u r e s a f t e r 2 4 h o u r s , m a k i n g t h e t e s t
d i f fi c u l t t o r e a d w i t h r e l i a b i l i t y . H o w e v e r , t h e c o l o n i e s d o g r o w t o a n e a s i l y
c o u n t a b l e s i z e u p o n f u r t h e r i n c u b a t i o n .
A l t h o u g h t h e h i g h f a l s e p o s i t i v e r a t e o f E a s y g e l f o u n d i n o n e s t u d y i s a
c o n c e r n , t h i s s h o u l d n o t p r e c l u d e f u r t h e r i n v e s t i g a t i o n . E a s y g e l s h o u l d b e f u r t h e r
e v a l u a t e d u s i n g a v a r i e t y o f w a t e r t y p e s a n d t h e s p e c i fi c i t y a n d s e n s i t i v i t y o f t h e t e s t
s h o u l d b e a s s e s s e d f o r a v a r i e t y o f w a t e r q u a l i t i e s . F u r t h e r s t u d i e s o f P e t r i fi lm a r e
r e c o m m e n d e d t o b e t t e r a s s e s s t h e a b i l i t y i f t h i s t e s t t o a c c u r a t e l y d e t e c t E . c o l i a t
h i g h e r c o n c e n t r a t i o n s i n w a t e r a n d t o i d e n t i fy t h e l o w e r d e t e c t i o n l im i t o f t h e t e s t a t
v a r i o u s i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s . T h e f a i l u r e o f t h e t e s t t o p r o du c e g a s a t l o w e r
t e m p e r a t u r e s i s a m a j o r c o n c e r n f o r u s e i n t h e fi e l d a n d m u s t b e fu r t h e r i n v e s ti g a t e d .
i i . U s e o f M e t h o d s f o r R e g u l a t o r y C o m p l i a n c e
Wh e n a s s e s s i n g a n y o f t h e s e m e th o ds , i t i s im p e r a t i v e t o c o n s i d e r a p p l i c a b l e
dr i n k i n g w a t e r r e g u l a t i o n s a n d th e a b i l i t y o f t h e m e t h o d t o a s s e s s c o m p l i a n c e s t a t u s .
T h e s a m p l e v o l u m e a b l e t o b e a s s e s s e d a n d d e t e c t i o n l im i t o f t h e m e t h o d a r e v e r y
i m p o r t a n t f a c t o r s t o b e c o n s i d e r e d w h e n u s i n g t h e t e s t t o c o m p l y w i t h r e g u l a t i o n s .
T h e r e a r e d i f f e r e n t d r i n k i n g w a t e r l im i t s f o r m i c r o b e s s e t b y t h e W o r l d H e a l t h
O r g a n i z a t i o n (W H O ) c o m p a r e d t o t h e E n v ir o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y (E P A ) . T h e
E P A l i m i t i s a f a r m o r e c o n s e r v a t i v e r u l e
,
c a l l e d t h e T o t a l C o l i f o r m R u l e
,
t h a n t h a t o f
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t h e WH O T h e E P A r u l e d i c t a t e s t h a t i f t h e l im i t s f o r T o t a l C o l i f o r m s w e r e s u r p a s s e d ,
w h i c h i s a m u c h m o r e u b i q u i t o u s i n d i c a t o r t h a n E c o l i , f u r t h e r t e s t i n g f o r e i t h e r f e c a l
c o l i f o r m s o r E . c o l i w o u l d t h e n b e r e q u i r e d . D e t a i l s a r e a s f o l l o w e d :
I f a n y s a m p l e t e s t s p o s i t i v e f o r t o t a l c o l i f o r m s , t h e s y s t e m m u s t p e r f o r m th e
f o l l o w i n g a d d i t i o n a l t e s t s :
• F u r t h e r t e s t t h a t c u l t u r e f o r t h e p r e s e n c e o f e i t h e r f e c a l c o l i f o r m s o r E . c o l i ;
• T a k e o n e s e t o f 3 - 4 r e p e a t s a m p l e s a t s i t e s l o c a t e d w i t h i n 5 o r f e w e r s a m p l i n g
s i t e s a dj a c e n t t o t h e l o c a t i o n o f t h e r o u t i n e p o s i t i v e s a m p l e w i t h i n 2 4 h o u r s ;
a n d
• T a k e a t l e a s t 5 r o u t i n e s a m p l e s t h e n e x t m o n t h o f o p e r a t i o n (E P A , 2 0 0 6 )
O n l y E P A a p p r o v e d E c o l i d e t e c t i o n m e t h o d s c a n b e u s e d t o a s s e s s dr i n k i n g
w a t e r t o c o m p l y w i t h E PA r e gu l a t i o n s . M F M I a n d C o l i l e r t m e th o d s a r e b o t h
a p p r o v e d b y t h e E P A f o r t h i s p u r p o s e , h o w e v e r B i o R a d , P e t r i f i lm a n d E a s y g e l a r e
n o t .
T h e W H O d r i n k i n g w a t e r l im it i s 0 E . c o l i i n 2 50 m L o f w a t e r s a m p l e , w i t h n o
l im i t s f o r o t h e r i n d i c a t o r o r g a n i s m s th a t m a y b e p r e s e n t i n h i g h e r n u m b e r s . W h e n
c o n s i d e r i n g a n E . c o l i d r i n k i n g w a t e r d e t e c t i o n m e t h o d t o b e u s e d i n a d e v e l o p i n g
c o u n t r y , t h e WH O r u l e w o u l d b e t h e l i m i t r e q u i r i n g c o m p l i a n c e . T h e v a r i o u s m e t h o d s
m u s t h a v e a d e t e c t i o n l i m i t t h a t e n c o m p a s s e s t h e WH O l i m i t .
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Wh e n a s s e s s i n g t h e m e t h o d s f r o m t h i s v a n t a g e p o i n t , o n e q u i c k l y a r r i v e s a t t h e
c o n c l u s i o n t h a t b o t h P e t r i fi l m a n d E a s y g e l p r e s e n t l i m i t a t i o n s i n t h i s a r e a du e t o t h e i r
l o w s a m p l e v o lu m e a n d , c o n s e q u e n t l y , t h e i r r e s p e c t i v e h i g h d e t e c t i o n l i m i t s .
D r i n k i n g w a t e r r e g u l a t i o n s a r e d e c i d e d u p o n u s i n g a n a s s e s s m e n t o f a c c e p t a b l e
r i s k o f i l l n e s s f r o m dr i n k i n g w a t e r t h a t i s t h e n c o n s i d e r e d b y l a w m a k e r s i n d r a f t i n g
t h e l im i t s H o w e v e r
,
t h e a c t u a l r i s k o f a c q u i r i n g i l ln e s s t h r o u g h e x p o s u r e t o
c o n t a m i n a t e d d r i n k i n g w a t e r m a y b e m u c h l o w e r t h a n w h a t i s a r r i v e d a t i n r i s k
a s s e s s m e n t s St u d i e s h a v e s h o w n t h a t i n c i d e n c e o f d i a r r h e a l i l l n e s s f r o m u s i n g a
c o n t a m i n a t e d d r i n k i n g w a t e r s o u r c e i s c o r r e l a t e d w i t h E . c o l i c o n c e n t r a t i o n s m u c h
h i g h e r t h a n w h a t i s s t a t e d i n e i t h e r o f t h e r e g u l a t i o n s . M o e , e t a l . s h o w a t h r e s h o l d
e f f e c t
,
w h e r e i n w h e n p o t a b l e w a t e r w a s c o n t a m i n a t e d w i t h g r e a t e r t h a n 1 00 0 C F U
E c o l i p e r 1 0 0 m L , t h e r a t e o f d i a r r h e a l d i s e a s e w a s s i g n i f i c a n t l y h i g h e r (M o e , 19 9 1 ) .
T h o u g h th e l im i t s e t by t h e W H O i s 0 E . c o l i i n 2 5 0 m L , a c o r r e l a t i o n b e tw e e n
di a r r h e a l d i s e a s e i n a p o p u l a t i o n a n d E c o l i c o n c e n t r a t i o n i n d r i n k i n g w a t e r i s n o t
s e e n u n t i l a c o n c e n t r a t i o n o f 2 5 0 0 C F U E . c o l i p e r 2 5 0 m L i s r e a c h e d .
B o t h P e t r i fi lm a n d E a s y g e l m e t h o d s c a n s u f f i c i e n t l y d e t e c t 10 C F U /m L
E
. c o l i in dr i n k i n g w a t e r . T h u s , b o t h m e t h o d s a r e a b l e t o d e t e c t E c o l i i n d r i n k i n g
w a t e r a t c o n c e n t r a t i o n s l o w e r t h a n t h o s e s h o w n t o c a u s e d i a r r h e a l i l l n e s s i n a
p o p u l a t i o n , e v e n t h o u g h t h e y m a y n o t b e a p p r o p r i a t e w h e n a s s e s s i n g r e g u l a t o r y
c o m p l i a n c e .
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6 . C o n c l u s i o n s
a
. M e t h o d
• C o l i l e r t p r o du c e d t h e h i g h e s t C F U /m L o f a l l t h e m e t h o d s a c r o s s m o s t
t e m p e r a t u r e s a n d i n c u b a t i o n t i m e s .
• M F M I a n d C o l i l e r t s h o w e d n o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e a c r o s s a l l i n c u b a t i o n
t e m p e r a t u r e s e x c e p t f o r 4 5
° C .
• P e t r i fi lm a n d E a s y g e l s h o w e d n o s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e a c r o s s a l l i n c u b a t i o n
t e m p e r a t u r e s .
• A l t h o u g h th e r e w e r e s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e s i n E c o l i d e t e c t i o n b y P e t r i fi lm
a n d E a s y g e l c o m p a r e d t o t h e o t h e r w i d e l y - u s e d m e th o d s , t h e s e tw o m e th o d s
s h o w t h e m o s t p r o m i s e f o r a p p l i c a t i o n s i n d e v e l o p i n g c o u n t r i e s . B o t h m e t h o d s
r e q u i r e r e l a t i v e l y l i t t l e e q u i p m e n t a n d t e c h n i c a l s k i l l t o p e r f o r m . F o r t h e s e
r e a s o n s
,
t h e y w o u l d b e e a s y t o t r a n s f e r d u r i n g c a p a c i t y b u i l d i n g . E a s y g e l ,
h o w e v e r
,
h a s t h e m a i n d i s a d v a n t a g e t h a t i s r e q u i r e s l o w t e m p e r a t u r e s f o r
s t o r a g e p r i o r t o u s e A s a r e s u l t , P e t r i fi lm d e s e r v e s a d d i t i o n a l r e s e a r c h i n t o i t s
a p p l i c a b i l i t y i n r e s o u r c e - l im i t e d s e t t i n g s .
b . T e m p e r a t u r e
• T h e r e w a s n o g r o w th a f t e r 2 4 h o u r s i n c u b a t i o n a t 2 0
° C b y a n y o f t h e E . c o l i
s t r a i n s t e s t e d
• W i t h i n e a c h m e t h o d
,
n o s i gn i fi c a n t d i f f e r e n c e s w e r e n o t e d a c r o s s
t e m p e r a t u r e s 2 5 - 4 5
° C a f t e r 2 4 h o u r s i n c u b a t i o n .
• A f t e r 4 8 a n d 12 0 h o u r s i n c u b a t i o n
,
n o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s w e r e s e e n a c r o s s
a l l i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s w i t h in e a c h m e t h o d .
• A t i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e s o f 2 0 a n d 2 5
° C
,
P e t r i f i l m m e t h o d f a i l e d t o
p r o d u c e g a s , w h i c h i s a c o n fi r m a t o r y c h a r a c t e r i s t i c o f t h e m e t h o d i n
d i s t i n gu i s h i n g E c o l i f r o m o th e r m i c r o b e s .
• O n e o f t h e m o s t s i g n i f i c a n t f i n d i n g s o f t h e r e s e a r c h w a s t h e a p p l i c a b i l i t y o f
t h e v a r i o u s m e th o d s a t a w i d e r a n g e o f t e m p e r a t u r e s . M o s t o f t h e m e t h o d s c a n
b e a p p l i e d b e tw e e n 2 5 - 4 5
° C a n d p e r f o r m e q u a l ly w e l l w i t h i n 2 4 h o u r s . I f
t e m p e r a t u r e i s l o w e r t h a n 2 5
° C
,
a n a d d i t i o n a l d a y o f i n c u b a t i o n im p r o v e s
m e t h o d p e r f o r m a n c e . T h e s e r e s u l t s s u g g e s t t h a t t h e r e s h o u l d b e f e w
d i f f e r e n c e s , e s p e c i a l l y i n t r o p i c a l e n v i r o n m e n t s , a m o n g m o s t m e th o d s t h a t a r e
t e s t e d a t s t a n da r d i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e a n d a m b i e n t t e m p e r a t u r e c o n d i t i o n s
c . T i m e
• S i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s w e r e n o t e d a c r o s s m e th o d s b e t w e e n 2 4 a n d 4 8 h o u r s a s
w e l l a s 2 4 a n d 12 0 h o u r s .
• S i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s w e r e a l s o n o t e d a c r o s s m e t h o d s b e t w e e n 4 8 a n d 12 0
h o u r s
,
e x c e p t f o r M F B i o R a d a n d P e t r i f i lm
d . E . c o l i s t r a i n
• S t r a i n p e r f o r m a n c e v a r i e d w i d e l y T h e s t e e r s t r a i n w a s v e r y d i f fi c u l t t o
g r o w a n d p r o d u c e d l o w E c o l i c o n c e n t r a t i o n s i n a l l e x p e r im e n t s . Se a g u l l
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s t r a i n p e r f o r m e d t h e b e s t o f a l l t h e s t r a i n s , p r o d u c i n g v e r y g o o d r e s u l t s
w h e n c o m p a r e d t o t h e i n i t i a l c o n c e n t r a t i o n o f t h e s p i k e d w a t e r .
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A P P E N D I X
C o s t b r e a k d o w n o f M e t h o d s
C o l i l e r t
V e s s e l s = 2 0 0 = $ 10 0 = $ 0 . 5 0 p e r s a m p l e
M e d i a = 2 0 0 = $ 7 0 0 = $ 3 5 0 p e r s a m p l e
T r a y s
= 100 = $1 2 5 = $ 1 2 5 p e r s a m p l e
P r i c e p e r s a m p l e = $5 . 2 5
Se a l e r = $4 , 0 0 0
B i o R a d a g a r
6 0 m m d i s h e s = 5 0 0 = $ 14 0
$0 . 2 8 p e r d i s h
h t t p : / / w w w c o l e p a r m e r c o m / c a t a l o g /p r o du c t v i e w a s p ? s k u = 0 6 13 9 0 1
A g a r
= $2 8 5 f o r a 5 00 g r a m b o t t l e = $0 . 5 7 p e r g r a m
R e c i p e = 3 7 g / L a n d 7 m L p e r p e t r i d i s h
0 . 0 3 7 g /m L X 7 m L = 0 . 2 5 9 g i n e a c h d i s h
$0 . 5 7 p e r g r a m x 0 . 2 5 9 g i n e a c h d i s h
= $0 . 15 o f B i o R a d i n e a c h s a m p l e
T o t a l c o s t o f e a c h s a m p l e = $0 . 2 8 p e r d i s h + $0 . 15 o f a g a r = $0 4 3 p e r s a m p l e
M I a g a r
M I a g a r 50 0 g = $ 1 , 5 8 8 . 82 = $3 . 18 p e r g r a m
C e f s u l o d i n 1 0 0 m g = $2 4 = $24 0 p e r g r a m
R e c i p e = 3 7 g / L a g a r , 0 . 5 g / L c e f s u l o d i n a n d 7 m L o f m i x t u r e p e r d i s h
A g a r
= 0 . 0 3 7 g /m L x 7 m L = 0 . 2 5 9 g i n e a c h d i s h =
C e f s u l o d i n = 0 0 0 0 5 g / m L x 7 m L = 0 0 0 3 5 g in e a c h d i s h
$3 . 18 p e r g r a m x 0 . 2 5 9 g i n e a c h d i s h
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3M . (2 0 0 8 ) . P e t r ifi l m E c o l i c o u n t p l a t e m e t h o d i n f o r m a t i o n R e t r i e v e d 0 5 / 1 5 , 2 0 0 8 ,
h t t p :/ / s o l u t i o n s 9 . 3m . c o n i / w p s / p o r t a l/ 3M /e n _ U S/M i c r o b i o l o g y /F o o d Sa f e t y /p r o d u
c t s / d o c u m e n t a t i o n /
B e l t
,
K . T
,
H o h n
,
C
,
G b a k i m a
,
A
,
& H i g g i n s , J A . (2 0 0 7 ) I d e n t i f i c a t i o n o f
c u l t u r a b l e s t r e a m w a t e r b a c t e r i a f r o m u r b a n
,
a g r i c u l t u r a l , a n d f o r e s t e d
w a t e r s h e d s u s i n g 16 S r R N A g e n e s e q u e n c i n g . J o u r n a l o f Wa t e r a n d H e a l t h ,
5 (3 ) , 39 5- 4 0 6
B r e n n e r
,
K
.
P
,
R a n k i n
, C . C , R o y b a l , Y . R . , St e l m a , G N . , J r , S c a r p i n o , P . V . , &
D u f o u r
,
A . P . ( 19 9 3 ) . N e w m e d i u m f o r t h e s i m u l t a n e o u s d e t e c t i o n o f t o t a l
c o l i f o r m s a n d E s c h e r i c h i a c o l i i n w a t e r A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l
M i c r o b i o l o g y , 5 P( 1 1) , 3 5 34 - 3 54 4
B r e n n e r , K P . , R a n k in , C . C , S i v a g a n e s a n , M , & S c a r p i n o , P . V . ( 19 9 6 ) .
C o m p a r i s o n o f t h e r e c o v e r i e s o ^ E s c h e r i c h ia c o l i a n d T o t a l C o l i f o r m s f r o m
d r i n k i n g w a t e r b y th e M I a g a r m e t h o d a n d th e U . S . e n v i r o n m e n t a l p r o t e c t i o n
a g e n c y
- a p p r o v e d m e m b r a n e fi l t e r m e t h o d . A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l
M i c r o b i o l o g y , 62 ( 1) , 2 0 3 - 2 0 S.
B u c k a l e w
,
D W .
,
H a r t m a n
,
L . J .
,
G r im s l e y , G . A . , M a r t i n , A E . , & R e g i s t e r , K . M
(2 0 0 6) . A l o n g - t e r m s t u d y c o m p a r in g m e m b r a n e fi l t r a t i o n w i t h C o l i l e r t d e fi n e d
s u b s t r a t e s i n d e t e c t i n g f e c a l c o l i f o r m s a n d E s c h e r i c h i a c o l i i n n a t u r a l w a t e r s .
J o u r n a l o f E n v i r o n m e n t a l Ma n a g e m e n t , 5 0 (3 ) , 19 1 - 19 7 .
E c c l e s
,
J . P .
,
S e a r l e , R . , H o l t , D . , & D e n n i s , P . J . (2 0 0 4 ) A c o m p a r i s o n o f m e th o d s
u s e d t o e n u m e r a t e E s c h e r i c h i a c o l i i n c o n v e n t i o n a l l y t r e a t e d s e w a g e s lu d g e
J o u r n a l o f Ap p l i e d M i c r o b i o l o g y , 9 6(2 ) , 3 7 5 - 3 83 .
E c k n e r
,
K . F . ( 1 9 9 8) . C o m p a r i s o n o f m e m b r a n e fi l t r a t i o n a n d m u l t i p l e - t u b e
f e r m e n t a t i o n b y t h e C o l i l e r t a n d E n t e r o l e r t m e th o d s f o r d e t e c t i o n o f w a t e r b o m e
c o l i f o r m b a c t e r i a , E s c h e r i c h i a c o l i , a n d E n t e r o c o c c i u s e d i n d r i n k i n g a n d b a t h i n g
w a t e r q u a l i t y m o n i t o r in g i n s o u t h e r n Sw e d e n . A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l
M i c r o b i o l o gy , 64 (%), 3 0 7 9 - 3 0 8 3 .
F i s h e r S c i e n t i fi c . (2 0 0 8 ) . P r i c i n g o/ M / fl g a r . w w w . t h e r m o f i sh e r . c o m
H o rm a n
,
A .
,
& H a n n i n e n
,
M . L . (2 0 0 6 ) . E v a l u a t i o n o f t h e l a c t o s e t e r g i t o l - 7 , m - e n d o
L B S , C o l i l e r t 18 , R e a dy c u l t C o l i f o r m s 10 0 , w a t e r - c h e c k - 10 0 , 3M P e t r i fi lm E C
a n d D r y C u l t c o l i f o r m t e s t m e t h o d s f o r d e t e c t i o n o f t o t a l c o l i f o r m s a n d
e s c h e r i c h i a c o l i i n w a t e r s a m p l e s . Wa t e r R e s e a r c h, 4 0 ( \ 1 ) , 3 2 4 9 - 3 2 5 6 .
I D E X X . (2 0 0 8) . C o l i l e r t m e t h o d sp e c ifi c a t i o n s R e t r i e v e d 0 5 / 15 , 2 0 0 8 , f r o m
h t t p : / /w w w i d e x x . c o m / w a t e r / c o l i l e r t / i n d e x . j s p
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M a c K e n z i e
,
W . R .
,
H o x i e
,
N . J
,
P r o c t o r
,
M E
,
G r a d u s
,
M . S
,
B l a i r
,
K A . ,
P e t e r s o n
,
D . E
,
e t a l ( 19 9 4 ) . A m a s s i v e o u t b r e a k i n m i l w a u k e e o f
C r y p t o s p o r i d i u m i n f e c t i o n t r a n s m i t t e d th r o u gh t h e p u b H c w a t e r s u p p l y T h e N e w
E n g l a n d J o u r n a l o f M e d i c i n e , 3 3 1 ( 3) , 16 1 - 16 7
M i c r o l o g y L a b o r a t o r y . (2 0 0 7 ) . C o l i s c a n e a s y g e l p r o d u c t i o n i n f o r m a t i o n p a g e
R e t r i e v e d 0 5 / 1 5 , 2 0 0 8 , f r o m
h t t p :/ / w w w . m i c r o l o g y l a b s . c o m / . c W c u s t o m / p h p /c l o s e _ u p . p h p 3 ? i t e m _ i d = 2 5 0 0 1
M o e
,
C . L .
,
S o b s e y , M . D . , Sa m s a , G . P . , & M e s o l o , V . ( 19 9 1) . B a c t e r i a l i n d i c a t o r s
o f r i s k o f d i a r r h o e a ! d i s e a s e f r o m d r i n k i n g - w a t e r i n P h i l i p p i n e s . W o r l d H e a l t h
O r g a n i z a t i o n B u l l e t i n , 6 9 {?> ) , 3 0 5 — 3 0 9
N a t i o n a l R e s e a r c h C o u n c i l o f t h e N a t i o n a l A c a d e m i e s . (2 0 0 4 ) . Ch a p t e r 4 : A t t r i b u t e s
a n d a p p l i c a t i o n o f in d i c a t o r s . I n d i c a t o r s f o r w a t e r b o r n e p a t h o g e n s (p p . 1 64 ) .
W a s h i n g t o n , D C . : T h e N a t i o n a l A c a d e m i e s P r e s s .
N e w s o m , S . W . (2 0 0 6 ) . P i o n e e r s i n in f e c t i o n c o n t r o l : J o h n S n o w , H e n r y W h i t e h e a d ,
t h e b r o a d s t r e e t p u m p , a n d th e b e g i n n i n g s o f g e o g r a p h i c a l e p i d e m i o l o gy Th e
J o u r n a l o f H o sp i t a l I nf e c t i o n , 64 {3 ), 2 10 - 2 16 .
O c hm a n
,
H .
,
& Se l a n d e r
,
R . K . ( 19 8 4 ) . S t a n d a r d r e f e r e n c e s t r a i n s o f E s c h e r i c h i a c o l i
f r o m n a t u r a l p o p u l a t i o n s . J o u r n a l o f B a c t e r i o l o g y , 75 7 (2 ) , 69 0 - 6 9 3 .
T h e W e a t h e r C h a n n e l . T e mp e r a t u r e s f o r d o m i n i c a n r e p u b l i c R e t r i e v e d 1 1/ 2 6 , 2 0 0 6 ,
f r o m h t t p : / / w w w . w e a t h e r . c o m
U n i t e d St a t e s D e p a r t m e n t o f A g r i c u l t u r e . (2 0 0 8) . USD A c o o p e r a t i v e s t a t e r e s e a r c h
e d u c a t i o n , a n d e x t e n s i o n s e r v i c e (CSR E E S) n a t i o n a l w a t e r q u a l i t y p r o s r a m .
R e t r i e v e d 6/ 7 /2 0 0 8 , 2 0 0 8 , f r o m
h t t p :/ / w w w . u s a w a t e r q u a l i t y . o r g / a b o u t / d e f a u l t . h tm l
U n i t e d St a t e s E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y (2 0 0 2 ) Me t h o d 1 6 0 4 : T o t a l
c o nf o r m s a n d E s c h e r i c h i a c o l i i n w a t e r by m e m b r a n e fi l t r a t i o n u s i n g a
s i m u l t a n e o u s d e t e c t i o n t e c h n i q u e (M I m e d i u m ) N o 8 2 1 - R - 0 2 - 0 2 4 .
V a i l
,
J . H
,
M o r g a n , R . , M e r i n o , C . R . , G o n z a l e s , F . , M i l l e r , R , & R a m , J . L (2 0 0 3)
E n u m e r a t i o n o f w a t e r b o r n e E s c h e r i c h i a c o l i w i t h p e t r i fi lm p l a t e s : C o m p a r i s o n t o
s t a n d a r d m e t h o d s . J o u r n a l o f E n v i r o n m e n t a l Qu a l i ty , 5 2 ( 1 ) , 3 6 8 - 3 7 3 .
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